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En células politenizadas, como las de las glándulas salivales de larvas de Chironomus, el 
DNA está amplificado formando los cromosomas politénicos, como resultado de la 
amplificación lateral de las cromátidas hermanas que se mantienen unidas a lo largo de 
sucesivas rondas de replicación. Los genes ribosómicos resultan también amplificados y su 
actividad da lugar a la formación de un nucleolo gigante, el llamado “Nucleolo de Células 
Politénicas” (NCP), que llega a alcanzar un diámetro de 10-15 ,m. Hemos utilizado las ventajas 
que ofrece este modelo biológico para estudiar algunos aspectos básicos de la organización del 
NCP, contribuyendo a esclarecer problemas pendientes sobre la organización funcional del 
nucleolo.  
 
A nivel ultraestructural, el NCP apareció compuesto únicamente por componente 
fibrilar denso (CFD) y componente granular (CG). No han sido identificados en estos nucleolos 
los centros fibrilares (CFs). Sin embargo, los CFs sí están presentes en los nucleolos de células 
nerviosas no politénicas del mismo individuo. La inexistencia de CFs en el NCP podría estar 
relacionada con los niveles y distribución de las proteínas estructurales del nucleolo, que podría 
ser una característica específica de tipo celular. Alternativamente, podría ser consecuencia de la 
elevada actividad del NCP. Sin embargo, los CFs tampoco aparecieron en el NCP tras el 
tratamiento con cicloheximida (CHM), que inhibe la transcripción nucleolar. El tratamiento con 
esta droga produjo una reorganización o segregación en los componentes estructurales del 
NCP, de modo que el CFD se sitúa en las zonas cercanas al cromosoma y el CG en la periferia. 
 
Mediante el microscopio confocal y al microscopio electrónico hemos estudiado la 
distribución del DNA en el NCP. El DNA intranucleolar se observó extendido en el CFD, en 
forma de cromatina descondensada. La organización del DNA es muy dinámica, ya que, tras el 
tratamiento con CHM, se produce una fuerte condensación y retracción de la cromatina 
nucleolar. El uso de la hibridación in situ con marcadores fluorescentes (FISH) ha hecho posible 
la localización específica del rDNA, cuya distribución se observó focalizada, es decir, 
concentrada en pequeños acúmulos distribuidos irregularmente, de los que emergen fibras 
dispersas. Además, mediante un experimento de transcripción in vitro hemos localizado los 
sitios del CFD donde tiene lugar la transcripción. El patrón in situ de la transcripción nucleolar 
apareció también focalizado de la misma forma. Estos focos tienen el mismo significado 
funcional que los CFs en las células que los poseen, de modo que la no existencia de CFs no 
Resumen
lleva consigo un cambio en el modelo de organización estructural del rDNA y de la 
transcripción en el nucleolo.  
 
Por otro lado, se ha llevado a cabo la inmunodetección de fibrilarina y nucleolina, dos 
proteínas implicadas en el procesamiento del pre-rRNA. Ambas proteínas se localizaron en el 
CFD, pero en la colocalización de ambas, observamos que hay zonas donde solamente se 
localizó la fibrilarina, zonas donde sólo se localizó la nucleolina y zonas donde se localizaron las 
dos proteínas simultáneamente. Aunque ultraestructuralmente el CFD aparece como un 
componente homogéneo, su composición molecular y su organización funcional demuestran 
que es heterogéneo. 
 
El tratamiento con CHM, inhibidor de la transcripción, provocó la aparición en zonas de 
transcripción activas, tanto en el cromosoma como libres en el nucleoplasma, de unas 
estructuras esféricas de naturaleza fibrilar, denominadas droplets. Los experimentos 
inmunocitoquímicos permitieron localizar en ellos proteínas nucleolares como la fibrilarina y la 
nucleolina, pero no apareció señal del DNA. El origen de estas estructuras podría ser una 
segregación y microfragmentación del CFD, formándose agregaciones nucleoplásmicas de las 
proteínas nucleolares, las cuales no pueden ser transportadas al nucleolo cuando la 
transcripción de los genes del rRNA está alterada. 
 
Finalmente, se ha abordado el problema de la implicación del nucleolo en otras 
funciones celulares distintas de la síntesis de ribosomas. En concreto, hemos estudiado la 
localización nucleolar de una proteína no relacionada con la biogénesis de ribosomas, la 
transcriptasa reversa (rt), mediante un anticuerpo obtenido contra una proteína recombinante 
que contiene motivos de esta enzima filogenéticamente conservados. La presencia de esta 
enzima está relacionada con la estrategia del mantenimiento de los telómeros en Dípteros. 
Sorprendentemente, la transcriptasa reversa apareció localizada en el NCP, posiblemente en 
relación con los mecanismos reguladores de la actividad de la enzima. 
 
A partir de todos nuestros resultados podemos concluir que, a pesar de que el 
organizador nucleolar (NOR) se origina en el NCP como la adición lateral de múltiples copias 
del NOR original, el nucleolo se organiza funcionalmente como una entidad única e integrada, 
y no como la mera yuxtaposición de la actividad de múltiples NORs.
Abstract
ABSTRACT 
In polytene cells, such as those of salivary glands from Chironomus larvae, DNA is 
amplified forming the polytene chromosomes, as a result of the lateral amplification of the 
sister chromatids that remain associated throughout successive rounds of replication. 
Ribosomal genes result, thus, amplified, and their activity gives rise to the formation of a giant 
nucleolus, which may be called “Polytene Cell Nucleolus” (PCN), measuring as much as 10-15 
µm in diameter. We have used the advantages of such this biological model to study some 
basic aspects of PCN organization and to contribute to clarify pending problems on the 
functional organization of the nucleolus. 
 
At the ultrastructural level, the PCN is only formed by dense fibrillar component 
(DFC) and granular component (GC). Fibrillar centers (FCs) have not been identified in these 
nucleoli. Nevertheless, FCs are present in non-polytene nervous cells of the same individual. 
The absence of FCs in the PCN could be related to the levels and distribution of structural 
proteins in the nucleolus, which could be a specific feature of each cellular type. Alternatively, 
this absence could be the result of the high activity of the PCN. However, FCs did not appear 
indeed in the PCN after a treatment with cycloheximide (CHM) of the salivary glands, which 
inhibits nucleolar transcription. The treatment with this drug produced a reorganization or 
segregation of the structural components of PCN, so that the DFC appeared located in the 
zones nearer to the chromosome, and the GC in the periphery.  
 
By means of both confocal and electron microscope we have studied the organization 
of DNA within the PCN. Intranucleolar DNA appeared spread in the DFC, in the form of 
decondensed chromatin. The organization of DNA is highly dynamic, since, after CHM 
treatment, chromatin became condensed and retracted. The use of in situ hybridization with 
fluorescent markers (FISH) has made possible the specific localization of rDNA, whose 
distribution appeared arranged in foci, that is, concentrated in small aggregates, unevenly 
distributed in the DFC, from which loops of fibers were seen to emerge. Furthermore, by 
means of an experiment of in vitro transcription, we have located the sites of the DFC where 
the transcription takes place. The in situ pattern of the nucleolar transcription also appeared 
organized in foci. These foci have the same functional significance as FCs in cells having them, 
so that the absence of FCs does not mean a change in the model of structural organization of 
rDNA and nucleolar transcription. 
 
Abstract
Otherwise, immunodetection of fibrillarin and nucleolin, two proteins involved in pre-
rRNA processing, has been carried out. Both proteins were located in the DFC, but, when 
colocalization under the confocal microscope was performed, we observed zones where only 
fibrillarin was located, zones where only nucleolin was present and zones containing the two 
proteins simultaneously. Although, ultrastructurally, the DFC appears as a homogenous 
component, its molecular composition and its functional organization demonstrate that it is 
heterogeneous. 
 
Treatment with the transcription inhibitor CHM, also caused the appearance in active 
transcription zones, in chromosomes as well as free in the nucleoplasm, of some spherical 
structures, fibrillar in nature, called “droplets”. Immunocytochemical experiments allowed us 
to locate in them nucleolar proteins such as fibrillarin and nucleolin, but they did not contain 
any signal of DNA.  The origin of these structures could be a segregation and 
microfragmentation of DFC, leading to the formation of nucleoplasmic aggregates containing 
nucleolar proteins, which cannot be transported to the nucleolus when rRNA gene 
transcription was altered. 
 
Finally, we have explored the problem of the implication of nucleolus in cellular 
functions other than ribosome biosynthesis. In particular, we have studied the nucleolar 
localization of reverse transcriptase (rt), a protein having no relationship to ribosome 
biogenesis, by means of an antibody raised against a recombinant protein containing 
phylogenetically conserved motifs of this enzyme. The presence of this enzyme could be 
related to the strategy of telomere preservation in Dipterans. Surprisingly, rt appeared located 
in the PCN, probably in relation to regulatory mechanisms of the enzyme activity.  
 
From all these results, we can conclude that, in spite of the fact that the nucleolar 
organizer (NOR) is originated in the PCN as a result of the lateral addition of multiple copies 
of a single original NOR, the nucleolus is functionally organized as a single integrated entity, 
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 con  digoxigenina 
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rDNA                                                     DNA ribosómico 
rRNA                                                     RNA ribosómico 
RNA pol                                                RNA polimerasa 
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RNPs                                                      Ribonucleoproteína(s) 
RRM                                                       Dominio de reconocimiento del RNA 
SDS                                                          Dodecil sulfato sódico 
snoRNA                                                  RNA nucleolar de pequeño tamaño 





1.-BIOGÉNESIS DE LOS RIBOSOMAS  
Las principales etapas de la biogénesis de los ribosomas en una célula 
eucariótica se expresan morfológicamente en el nucleolo interfásico, una 
estructura dinámica, prominente y visible a microscopía óptica descubierta por 
Fontana a finales del siglo XVIII. La localización de los diferentes pasos de la 
biogénesis de ribosomas en un único compartimento nuclear permite una 
eficiente coordinación y regulación del ensamblaje de ribosomas. La estructura  
nucleolar se desarrolla y se desagrega en el curso de cada ciclo celular, 
desapareciendo, aparentemente, en mitosis. La observación por Heitz (1931) y 
McClintock (1934) de que los nucleolos se originaban después de la mitosis a 
partir de las constricciones secundarias de determinados cromosomas, llevó a 
denominar a estos loci cromosómicos “organizadores nucleolares” (NORs). En 
los años 60 se demostró que los NORs contienen los genes ribosómicos, a 
excepción del gen del rRNA 5S, y están asociados a la maquinaria de 
transcripción de la RNA polimerasa I (RNA pol I) incluso en mitosis. Hoy 
conocemos que el nucleolo es el resultado de la transcripción de estos genes y 
del procesamiento del RNA transcrito (pre-rRNA) hasta formar, junto con las 
proteínas ribosómicas, las subunidades del ribosoma, que se exportan al 
citoplasma donde son finalmente ensambladas (Fig.1) (Ver Busch y Smetana, 
1974, para una revisión clásica de todos estos temas).  
 
La formación de los componentes moleculares del ribosoma requiere la 
expresión de tres paquetes de genes, que ponen en juego para su transcripción a 
las tres RNA polimerasas (RNA pol) de eucariotas: la RNA pol I es específica de 
los llamados genes ribosómicos (o DNA ribosómico; rDNA), que codifican para 





II transcribe los pre-mRNAs de las proteínas ribosómicas, y finalmente, la RNA 
pol III transcribe los genes del rRNA 5S (fuera del nucleolo) y unos pequeños 
RNAs nucleolares (snoRNAs) que son necesarios para varios pasos de la 
biogénesis de ribosomas. Es evidente que la expresión de estos genes debe 
realizarse de manera sincrónica e interdependiente.  
 
Además en el proceso de construcción y ensamblaje de las partículas 
preribosómicas intervienen otras proteínas nucleolares no ribosómicas, 
enzimáticas o no, así como numerosas especies de snoRNAs; todas éstas 
desempeñan un papel regulador, y se asocian de manera transitoria a las 
partículas preribosómicas en formación a diversos niveles del proceso, pero no 
forman parte del ribosoma maduro. La acumulación de ribosomas en las células 
depende del equilibrio entre la tasa de subunidades sintetizadas y la tasa de 
degradación. En todo caso, los ribosomas son complejos bastante estables (Ver 
revisión de Hadjiolov, 1985).  
 
Eucariotas                                                         Procariotas 
(MAMÍFEROS) 
Figura 1.- Esquema de las subunidades ribosómicas en procariotas y eucariotas, con indicación 
de los rRNAs que contiene cada una. 
2.-TRANSCRIPCIÓN DE LOS GENES RIBOSÓMICOS.  
 
Las secuencias codificantes para los rRNAs están contenidas en una 











El número de copias repetidas es muy variable en los distintos grupos 
taxonómicos. Los humanos presentan unas 200 copias por genoma haploide, 
Drosophila contiene aproximadamente 150, Xenopus  unos 400 y algunas plantas, 
como la cebolla, alcanzan las 7000 copias. La transcripción de los genes 
ribosómicos representa un 40% del total de la transcripción celular y  el RNA 
ribosómico sobre un 80% del total del RNA contenido en las células, (Hadjiolov, 
1985). Las regiones codificantes del transcrito primario están separadas por 
segmentos que no se transcriben o regiones separadoras intergénicas (IGS) 
(Fig.2).  
Nuestro conocimiento de la organización molecular de los genes rRNA 
transcritos fue establecido usando principalmente preparaciones de extendidos 
de cromatina, spreads o extendidos de Miller (Miller y Beatty, 1969). Después de 
un tratamiento hipotónico, la cromatina se descondensa en grado máximo y  los 
genes ribosómicos en transcripción forman los llamados “árboles de Navidad” 
(Fig. 3), de 4,5 a 6 Fm de longitud, donde el “tronco” corresponde a las hebras 
de rDNA y las “ramas” son las fibras del pre-rRNA sintetizado por la RNA 
polimerasa I que se anclan al rDNA. Estos “árboles” están formados por 135 a 
180 fibrillas de pre-rRNAs creciendo, cada una de las cuales está conectada al 
eje por  una molécula de RNA pol I (Cheutin et al., 2002). La transcripción 
ocurre en tándem gracias a que múltiples unidades de la RNA polimerasa I se 
acoplan al rDNA para poder sintetizar varias copias de pre-rRNA a la vez.  
 
Cada unidad repetida está constituida por un espaciador intergénico 
(IGS) y una unidad de transcripción, la cual a su vez contiene el espaciador 
transcrito externo (ETS) y las regiones codificantes para los rRNAs 18S, 5,8S y 
25/28S separadas entre si por espaciadores transcritos internos ITS 1 e ITS 2. 
(Fig 2). Los IGS son generalmente mas largos que los genes y están formados 
por promotores, enhancers y terminadores (Paule y White, 2000). En los IGS 
ocurre el ensamblaje del complejo de iniciación de la RNA pol I. 
Introducción
6
El promotor esencial para la transcripción basal es el Core Promoter 
Element (CPE), aunque hay otro segmento, Upstream Promoter Element (UPE) que 
ayuda en el ensamblaje del complejo formado en el core. El IGS contiene 
promotores múltiples del espaciador intercalados con enhancers que actúan  
aumentando la formación de complejos estables de iniciación. Finalmente, hay 
un complejo terminador principal dowstream del extremo 3´ del gen más un 
terminador proximal (PT) upstream del UPE. El PT parece tener múltiples 
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Figura 2.- Representación esquemática de la unidad de repetición del rDNA de mamíferos.




Fig 3.- Imagen de una preparación a microscopía electrónica de un “extendido de Miller”, 
mostrando los genes ribosómicos en transcripción bajo la forma de “árboles de Navidad”. 
Tomado de Hannan et al., 1998. 
 
Como se ha mencionado antes, la transcripción esta catalizada por la RNA 
polimerasa I (RNA pol I), que es específica de los genes ribosómicos. 
 
La RNA pol I consta de al menos 11-14 subunidades en ratón y levadura, 
respectivamente (Reeder, 1999). Además, la iniciación de la transcripción por la 
RNA pol I  requiere al menos 2 factores de unión al DNA (factores de iniciación 
de transcripción), designados como TIF-IB/SL1 y UBF en ratón (Grummt, 1999). 
Otros dos factores, TIF-IA y TIF-IC, están asociados a la pol I y este complejo 
está unido al promotor TIF-IB/SL1. El UBF une y dobla  el DNA, de manera 
que posiciona al Core Promoter y al UPE, por lo que TIF-IB/SL1 interactúa con 
ambas partes del promotor. El mecanismo de la formación del complejo de 
iniciación comienza con la unión de un dímero de UBF al promotor esencial y al 
UPE por medio de secuencias “HMG-boxes” (Fig. 4A). Esto provoca que el DNA 
se curve en torno al UBF y lo vuelva, formando un lazo que deja en estrecha 
proximidad a los dos segmentos reguladores (Fig 4B). A partir de aquí, el 
complejo SL-1 se une, tanto al DNA como al UBF, de una manera estable en las 
dos regiones del promotor del rDNA que se encuentran adyacentes. El 
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complejo binario así formado favorece la unión a él, y por tanto al rDNA, de la 
forma activa de la RNA pol I que contiene los factores TIF-IA y TIF-IC. 
 
La regulación de la transcripción incluye su inactivación en mitosis. Al 
principio de la mitosis SL1 se inactiva por fosforilación por una proteína 
quinasa II (Grummt, 1999), lo que deteriora su interacción con UBF e impide la 
formación del complejo de pre-iniciación. 
 
A T UPE                  CPE 
 
-167                             -50   -31        +6 
IC 





 UBF                  RNA pol I 
 SL1 
 
Figura 4.- Representación esquemática de los factores que interactúan con el promotor del 
rRNA 45S. Los factores incluyen SL-1, UBF, TFIC (IC) y la RNA polimerasa I. A Ilustración de 
los sitios de unión del DNA con los factores de transcripción. Entre estos se incluyen el UPE 
(Upstream  Promoter Element) y el CPE (Core Promoter Element). B Ilustración de un modelo 
donde el UBF dobla el promotor del  rRNA poniendo en contacto las dos moléculas de SL-1. 
(Adaptación de Hannan et al., 1998). 
2.1.-PROCESAMIENTO DEL PRE-rRNA 
 
El procesamiento del pre-rRNA comienza sobre las fibrillas nacientes del 
transcrito, cuando aún no se ha completado la transcripción del precursor 
ribosómico primario. Estructuralmente, se visualiza en los extendidos de Miller 
como unas bolas terminales que aparecen en el extremo de las “ramas” de los 
“árboles de Navidad” (fig. 3), en las que se han encontrado factores moleculares 
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específicos del procesamiento (Scheer y Benavente, 1990; Mougey et al., 1993a).
De esta manera, cuando la molécula de pre-rRNA se separa de la base de 
rDNA, está ya unida a un complejo de proteínas.  
 
El procesamiento se lleva a cabo por endonucleasas y exonucleasas que 
realizan una serie de cortes para poder dejar libres los rRNAs finales. La Fig. 3 
resume el orden de las etapas que va desde el pre-rRNA primario a la 
formación de los rRNAs maduros de las subunidades del ribosoma. 
 
(1) 5.8 rRNA 
ETS              S-rRNA          ITS I     ITS II                L-rRNA  






 (4)           (5) 
18S                                                                                                                                                          (28S) 
S-rRNA                                                                                L-rRNA 
 
Figura 5.- Esquema del procesamiento del rRNA. Las flechas discontinuas indican el sitio de 
acción de las endonucleasas, y los números indican el orden de acción de las mismas. El tamaño 
del rRNA viene indicado entre paréntesis (valores correspondientes a mamíferos). S-rRNA y L-
rRNA indican los rRNAs mayores de la subunidad pequeña y grande del ribosoma, 
respectivamente. Tomado de Risueño y Medina (1986) y a  su vez adaptado de Hadjiolov (1985). 
 
Los mecanismos mediante los que ocurren toda esta serie de cortes son 
extremadamente complejos e implican una extensiva modificación covalente de 
las regiones de los rRNAs, que deben ser preservadas del corte de las nucleasas. 
Las principales modificaciones son la metilación de las ribosas en posición 2´-O 
y la pseudouridinación, conversión de los residuos de uridina a pseudouridina 
por rotación de base. Los agentes del proceso son complejos 
ribonucleoproteicos, compuestos por snoRNAs y proteínas nucleolares. Se ha 
demostrado la intervención de estos complejos, y en particular de los snoRNAs, 
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en la formación de estructuras de orden superior en el pre-rRNA, en la 
designación de los sitios de metilación y formación de pseudouridina, e incluso 
en los propios procesos de escisión del pre-rRNA.  
 
El número de snoRNAs identificados se está incrementando en los 
últimos años. Se han caracterizado tres grupos principales de snoRNAs, el 
grupo box C/D, el grupo box H/ACA y las endonucleasas (la RNasa MPR y Rnasa 
P) (Gerbi, 1995; Smith y Steitz, 1997; Tollervey y Kiss, 1997).  
 
El grupo box C/D comparte dos cortas secuencias (C y D) que son 
esenciales para la acumulación estable de los snoRNAs y para la unión a un 
componente proteico común en las partículas snoRNP, la proteína nucleolar 
fibrilarina (ver apartado siguiente) (Baserga et al., 1991). El grupo box H/ACA se 
denomina así por los nombres atribuidos a las secuencias conservadas que 
contienen necesarias para la síntesis o estabilidad de esta clase de snoRNAs. 
(Tollervey y Kiss, 1997) 
La función de estos snoRNAs no está todavía bien definida; parece que 
intervienen en la formación de estructuras correctas en la partícula 
prerribosómica. El hallazgo de la asociación del snR10 (small nuclear R10), un 
snoRNA de este grupo, con una RNA helicasa apunta en ese sentido (Venema 
et al., 1997). 
El restante grupo de snoRNA es el RNA componente de la RNasa MRP. 
Este RNA tiene características estructurales con el RNA de la RNasa P (Foster y 
Altman, 1990; Schmitt et al., 1993). Se han identificado en levaduras tres 
proteínas en común entre  la RNasa P y la RNasa MPR que se han denominado 




La población de snoRNAs se genera por toda una serie de estrategias de 
expresión génica.  En vertebrados son transcritos a partir de  sus propias señales 
de promotor y terminador, bien por la RNA pol II (U3, U8, U13), o por la RNA 
pol III (RNasa MRP y RNasa P). Sin embargo, la mayoría de los snoRNAs de 
vertebrados son escindidos como intrones de pre-mRNAs, cuyos exones 
generan mRNAs funcionales (Fragapane et al.,1993; Nicoloso et al., 1996) En 
muchos casos, estos mRNAs codifican para proteínas que intervienen en la 
biogénesis de los ribosomas, lo que sugiere una cierta forma de co-regulación 
(Maxwell et al., 1995). En otros casos se han identificado genes que codifican 
para snoRNAs en sus intrones pero sus exones no tienen significado aparente. 
Curiosamente, el único objeto de la transcripción y splicing de estos genes 
parece ser expresar los snoRNAs contenidos en sus intrones (Tollervey y Kiss, 
1997). 
 
3- PROTEÍNAS NUCLEOLARES  
 
Estas macromoléculas desempeñan papeles decisivos en el mecanismo y 
la regulación de la síntesis y procesamiento del pre-rRNA, así como en el 
ensamblaje y el transporte de las partículas preribosómicas y en la organización 
estructural de todo el proceso en el nucleolo. Las proteínas que desempeñan 
estas funciones se denominan, en general, “proteínas nucleolares”, para 
diferenciarlas de las proteínas ribosómicas, que se incorporan al proceso en sus 
últimas etapas y forman parte de los ribosomas maduros, en unión con los 
rRNAs (Olson, 1991; Medina y González- Camacho, 2003). Además, en muchos 
casos, estas proteínas son, a su vez, las dianas de otros factores implicados en el 
control y regulación de otras actividades de la célula; así, el papel de las 
proteínas nucleolares es también integrar la biogénesis de ribosomas en el 
marco de  las actividades celulares en su conjunto.  
 
Un abordaje para estudiar la dinámica nucleolar es la detección 
citoquímica de algunas proteínas nucleolares, mediante la tinción con plata del 
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organizador nucleolar (Ag-NOR). La base de esta tinción histoquímica, 
específica del nucleolo y del organizador nucleolar, es que ciertas proteínas 
nucleolares tienen una alta afinidad por iones de plata. La utilización de esta 
propiedad a nivel de microscopía óptica y electrónica, así como asociada a 
metodologías bioquímicas, ha sido decisiva en la investigación sobre el 
nucleolo, ya desde tiempos pioneros aun antes de conocerse su mecanismo 
molecular (Cajal, 1903; Estable y Sotelo, 1951). Más recientemente se produjo 
una gran cantidad de estudios sobre el tema durante los años 70 y 80, ya 
utilizando la tinción AgNOR propiamente dicha, fundamentalmente a partir 
del descubrimiento de que la intensidad de tinción se relaciona con la actividad 
nucleolar y la técnica puede aplicarse en patología diagnóstica (revisado por 
Derenzini y Ploton, 1991). En los últimos años, la realización de la tinción 
AgNOR sobre proteínas transferidas a membranas ha permitido identificar 
algunas de las proteínas que muestran afinidad por la plata como la B23, la 
nucleolina (Roussel et al., 1992; Hózak et al., 1992; González-Camacho y Medina, 
2004), una subunidad de la RNA polimerasa I (Masson et al., 1990) y la proteína 
de las levaduras Ssb1 (Clark et al., 1990). 
 
Recientes estudios usando técnicas proteómicas han resuelto el catálogo 
completo de las proteínas nucleolares de células humanas. A pesar de algunos 
problemas técnicos, puede estimarse el número de proteínas nucleolares en 
alrededor de 350. La conclusión más importante de estos estudios fue, sin 
embargo, que unas 100 proteínas nucleolares fueron identificadas en términos 
funcionales, de las que una proporción significativa está implicada en funciones 
ajenas al papel conocido del nucleolo en la síntesis de ribosomas (Scherl et al., 
2002; Andersen et al., 2002). Esto refuerza la idea del “nucleolo plurifuncional” 
del que se tratará más adelante, (Pederson et al., 1998) y apoya la idea de la 
dinamicidad del nucleolo, no sólo desde un punto de vista morfo-funcional, 
sino  también teniendo en cuenta  su composición de proteínas, la cual debería 




Muchas proteínas nucleolares de secuencia conocida contienen una serie 
de motivos o módulos característicos que parecen representar dominios 
funcionales. Uno de ellos, común a diversas proteínas, nucleolares y 
nucleoplasmáticas, es el denominado “dominio de reconocimiento de RNA” 
(RRM), que contiene en su interior dos cortas secuencias muy conservadas. La 
nucleolina y sus homólogas, así como la fibrilarina y la Ssb1, presentan una o 
mas copias de este dominio. Otro módulo es la denominada “región GAR” (rica 
en glicina y arginina), que parece estar implicada en la unión a ácidos nucleicos 
de cadena simple inespecíficamente. También varías proteínas nucleolares 
comparten un dominio N-terminal que contiene secuencias de residuos ácidos y 
de serina entremezcladas con regiones ricas en aminoácidos básicos y neutros. 
En los motivos ácidos se localizan secuencias consenso de fosforilación por 
caseína quinasa II (CKII). Parece que estos dominios tienen relación con la 
presencia de secuencias de localización nuclear (NLS), la cual es probable que 




Fue descubierta en el componente fibrilar denso del nucleolo gracias a 
un suero autoinmune  humano de pacientes de escleroderma (Ochs et al., 1985). 
La fibrilarina, llamada B-36 en  Physarum (Christensen y Fluxa, 1988) y Nop1 en 
levaduras, es una proteína básica de 34-38 kDa de tamaño y altamente 
conservada entre especies a través de la evolución. El gen NOP1 de levaduras 
es esencial para la viabilidad (Tollervey et al., 1991). La secuencia de fibrilarina 
en levaduras, plantas y vertebrados contiene dos motivos o módulos, los cuales 
están presentes en otras proteínas nucleolares o nucleares (Fig. 6). El primero de 
ellos es un motivo de reconocimiento de RNA (RRM) y el segundo es el 
dominio GAR, en el que la mitad de los residuos son glicinas y también hay 
abundancia de argininas, en forma de dimetilarginina (DMA) (Schimmang et 
al., 1989; Lapeyre et al., 1990; Pih et al., 2000).  
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GAR  RRM 
 
Figura 6.- Representación esquemática de la proteína nucleolar  fibrilarina, formada por un 
dominio GAR y un dominio, el RRM,  de unión a RNA. Adaptación de Snaar et al., 2000. 
 
Su principal característica funcional viene dada por su unión a los  
snoRNAs del grupo “box C/D” para formar el complejo snoRNP. La fibrilarina 
o su homóloga en levaduras Nop1 se ha demostrado que es esencial para el 
procesamiento del pre-rRNA, la metilación del pre-rRNA y el ensamblaje de 
ribosomas (Tollervey y Kiss, 1997). Parece ser que la fibrilarina es una metilasa 
al compartir dominios con conocidas metiltransferasas (Wang et al., 2000). No 
está claro si esta proteína participa directamente en otras actividades del 
procesamiento del pre-rRNA o si es requerido para mantener la estabilidad de 
las partículas snoRNPs. Aunque U3 es el snoRNA más común asociado a la 
fibrilarina, también otros snoRNAs se unen específicamente a la fibrilarina, 
incluyendo el U16 en Xenopus laevis (Fatica et al., 2000). Cuando se fusiona una 
GFP al dominio GAR y es expresado en células de mamíferos, se localiza en el 
nucleolo, en el componente fibrilar denso y centros fibrilares, pero este 
segmento no es esencial para la localización nucleolar de la fibrilarina (Snaar et 
al., 2000). 
 
Los niveles de fibrilarina parecen ser claramente dependientes de la 
actividad transcripcional del nucleolo; en este sentido, se mostró un cambio en 
los niveles de la proteína durante la progresión de la interfase del ciclo celular 





La nucleolina fue descrita por Orrick et al. (1973) y fue inicialmente 
llamada C23 según su clasificación basada en la movilidad en geles 
bidimensionales (Prestayko et al., 1974). Es el mayor componente proteico del 
nucleolo y puede representar el 10% de las proteínas nucleolares en células 
proliferantes (Bugler et al., 1982). La misma proteína fue descrita y purificada en 
células de ovario de hamster chino (Bugler et al., 1982) y otras células eucariotas. 
Está descrita como una proteína de 100-110KDa. Se han identificado homólogos 
de la proteína en células humanas (Srivastava et al., 1989), rata (Bourbon et al., 
1988), ratón (Bourbon et al., 1988), pollo (Maridor et al., 1990), Xenopus 
(Caizergues-Ferrer et al., 1989), plantas (De Cárcer et al., 1997) y levaduras (Gulli 
et al., 1995; Lee et al., 1992). Está altamente fosforilada (Olson et al., 1975, Rao et 
al., 1982) y metilada (Lischwe et al., 1982) y podría estar ADP-ribosilada 
(Letinger y Wesierska-Gadek, 1993). En su secuencia pueden distinguirse tres 
regiones: el dominio N-terminal está compuesto de regiones ácidas intercaladas 
con secuencias básicas y contiene múltiples sitios de fosforilación; la región 
central contiene cuatro dominios de unión a RNA (RRM) y el dominio C- 
terminal, contiene secuencias GAR ricas en residuos de glicina, arginina y  
fenilalanina (Fig. 7).  
 
El dominio N-terminal esta implicado en interacciones proteína-proteína, 
tales como las uniones de nucleolina a snoRNPs asociados a U3 (Ginisty et al., 
1998) o a algunas proteínas ribosómicas (Bouvet et al., 1998; Sicard et al., 1998).
Los dominios ácidos tienen afinidad por la histona H1 (Erard et al., 1988) y
podrían ser responsables de un desplazamiento de la H1 en  su interacción con 
el DNA, que induciría la descondensación de la cromatina (Erard et al., 1988). 
Los residuos ácidos fosforilados también son los responsables de la tinción Ag-
NOR de la nucleolina (Roussel et al., 1992). Durante la interfase, la nucleolina es 
fosforilada por la caseína quinasa II (CKII) para regular la actividad 
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transcripcional de los genes ribosómicos. (Caizergues-Ferrer et al., 1987;
Belenguer et al., 1990).  
 
En las regiones básicas se localizan los sitios de acción de la cdc2 
quinasa dependiente de ciclinas. Esta quinasa fosforila la nucleolina en mitosis, 
interviniendo en la condensación mitótica de la cromatina del NOR (Peter et al., 
1990; Belenguer et al., 1990; Kharrat et al., 1991).  
 
La función de los dominios de unión a RNA localizados en la región 
central de la proteína parece ser especificar la interacción de la nucleolina con la 
región ETS del pre-rRNA, promoviendo una estructura secundaria en esta 
molécula (Ghisolfi et al., 1992b). 
 
Por su parte, la presencia de la región GAR en una proteína (en 
particular, en el dominio  C-terminal de la nucleolina) parece estar asociada con 
la presencia de RRM (Burd y Dreyfuss, 1994),  por lo que la sinergia entre los 
dos dominios podría facilitar la interacción de dominios RRM con dianas 
específicas localizadas en el pre-rRNA (Ghisolfi et al., 1992b; Heine et al., 1993). 
Recientemente se ha demostrado que el dominio GAR es también un dominio 
de interacción proteína-proteína (Bouvet et al., 1998). 
 
La nucleolina tiene actividad autoproteolítica (Bourbon et al., 1983a; 
Chen et al., 1991) que regula su función. La reducción de los niveles de 
nucleolina, bien por proteolisis (Bouche et al., 1984), o bien por microinyección 
de anticuerpos frente a ella (Egyhazi et al., 1988), tiene como efecto la 
estimulación de la transcripción. El mecanismo parece consistir en que la 
nucleolina se une al ETS inhibiendo la transcripción; la fosforilación por CKII 
promueve su proteolisis y, por tanto, la libera del complejo de transcripción, 
permitiendo que tenga lugar el proceso (Bourbon et al., 1983a).
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La localización intracelular de la proteína ha sido ampliamente estudiada  
a microscopía electrónica de transmisión y por inmunofluorescencia en 
vertebrados (Escande et al., 1985; Lischwe et al., 1981; Spector et al., 1984),
plantas (Martín et al., 1992; Mínguez y Moreno Díaz de la Espina et al., 1996;
Tong et al., 1997, De Cárcer et al., 1997; González-Camacho y Medina et al., 2004) 
o incluso Schizoccharomyces pombe (Leger-Silvestre et al., 1997). En general, la 
nucleolina está principalmente situada en el CFD. 
 
Dominio N terminal                                                                                           Dominio C terminal 
 Ac/Ser   
 NLS RRM1                RRM2   RRM3  RRM4   GAR 
Figura 7.- Representación esquemática de la organización de la nucleolina de mamíferos y 
Xenopus. Está formada por los siguientes dominios: Ac/Ser (dominios con residuos ácidos y 
serina), NLS (señal de localización nuclear), RRM (motivos de reconocimiento del RNA), GAR 
(dominio rico en glicina y arginina). Adaptación de Ginisty et al., 1999 
 
Se ha investigado la existencia de dominios estructurales necesarios para 
la localización nucleolar de la nucleolina en  células de mamíferos además de 
NSR1p en S. cerevisiae (Creancier et al., 1993; Meßmer y Dreyer, 1993; Schmidt-
Zachmann y Nigg, 1993; Yan y Melese, 1993). Se demostró la presencia de una 
secuencia de localización nuclear (NLS) conservada. Además, la unión a 
dominios RNA de la nucleolina es crucial para su localización en el nucleolo, 
hasta el punto de que la acumulación de nucleolina en el nucleolo requiere la 
presencia de RNA.  
 
La existencia de la nucleolina y su interacción con pre-rRNA y 
prerribosomas es un factor decisivo en la biogénesis de ribosomas. De hecho, 
existen datos que  sugieren que la nucleolina está implicada en múltiples pasos 
de este proceso. Durante el desarrollo temprano de Xenopus laevis, la aparición 
de la nucleolina precede a la transcripción del rDNA y a la  síntesis de proteínas 
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ribosómicas, sugiriendo que la nucleolina está implicada en pasos tempranos de 
la biogénesis de ribosomas (Caizergues-Ferrer et al., 1989). Aunque muchos de 
estos datos están basados en experimentos in vitro y solamente correlacionan la 
presencia o ausencia de nucleolina con el desempeño de una función, la 
expresión de nucleolina y rRNA parecen bien coordinadas (Bögre et al., 1996;
Meyuhas et al., 1990; Tong et al.,1997) y la acumulación de nucleolina está 
correlacionada con la actividad proliferante de la célula (Derenzini et al., 1995;
Mehes y Pajor et al., 1995; Sirri et al., 1995, 1997; Yokohama et al., 1998; 
González-Camacho y Medina, 2004).  
 
En cuanto a etapas concretas de la biogénesis de ribosomas, existen datos 
de la implicación de nucleolina en el control de la transcripción de los genes 
ribosómicos (Bouche et al., 1987), y en los fenómenos de plegamiento de rRNA y 
la maduración de los pre-ribosomas (Herrera y Olson, 1986; Bugler et al., 1987;
Ginisty et al., 1998). Además interviene en la estructura de la cromatina (Olson 
y Thompson, 1983; Erard et al., 1988) y en el transporte al citoplasma de 
partículas pre-ribosómicas (Borer et al., 1989). 
3.3.- OTRAS PROTEÍNAS NUCLEOLARES 
 
3.3.1.- B23 
Esta proteína fue descrita por Orrick et al., (1973) y más tarde se 
demostró que era argirófila por Lischwe et al. (1979) pero no se encontró en los 
NORs de los cromosomas. Como la nucleolina, tiene regiones fosforiladas 
(Mamrack et al., 1977). 
La proteína B23 se localiza predominantemente en  el componente 
granular del nucleolo (Spector et al., 1984), el cual contiene partículas RNP 
prerribosómicas. En algunos trabajos se ha descrito su presencia en el 
componente fibrilar denso (Biggiogera et al., 1990), pero nunca se la ha 
detectado en los CFs. Se ha demostrado que está asociada con la maduración de 
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partículas RNP prerribosómicas (Prestayko et al., 1974; Olson et al., 1986; Yung 
et al., 1986; Zirwes et al., 1997; Piñol-Roma., 1999). Durante metafase, la proteína 
B23 nunca ha sido observada específicamente en el NOR, pero aparece 
cubriendo la superficie de los cromosomas (Ochs et al., 1983; Schmidt-
Zachmann et al, 1987)
3.3.2.-Nopp140  
 
Meier y Blobel (1990, 1992) describieron la fosfoproteína nucleolar de 140 
kDa (Nopp140) en rata. Más recientemente se han identificado  homólogos en 
vertebrados en Xenopus - xNopp 180 – (Cairns y McStay, 1995) y en células 
humanas - p130 – (Pai et al., 1995; Chen et al., 1999). Además se han descrito 
otras proteínas en vertebrados que muestran fuerte similitud con Nopp140 
(Pfeifle y Anderer, 1984; Pfeifle et al., 1986; Vandelaer y Thiry; 1998; Isaac et al., 
2000). La Nopp140 contiene una zona central formada por varias regiones (10-
18) ácidas y básicas situadas de manera alternativa. Las regiones ácidas son 
secuencias potencialmente fosforilables “in vivo” por caseína quinasa II (CKII) 
en el residuo de serina (Meier, 1996; Li et al., 1996). Como la B23, la proteína 
Nopp140 no tiene motivos conservados RMM. No parece ser una proteína de 
unión a RNA. 
Las funciones de Nopp140 son inciertas y el mejor conocimiento con 
respecto a su función deriva de su asociación con otras proteínas nucleolares y 
nucleares, y de su localización en el CFD (Meier y Blobel, 1992). Los estudios 
realizados indican que Nopp140 interactúa con la subunidad mas grande de la 
RNA polimerasa I (RPA 194) y quizá con factores de  transcripción  (Chen et al., 
1999; Miau et al., 1997). Por otra parte, se ha encontrado en mamíferos que la 
Nopp140 se asocia a ambas clases de partículas snoRNP, box H/ACA y box C/D 
(Yang et al., 2000). A partir de estos datos se sugiere que la Nopp140 podría 




Es una  nueva fosfoproteína descrita en Chironomus tentans que parece 
compartir secuencias similares con las proteínas nucleolares Nopp140 y 
nucleolina en una región de repeticiones ácidas y básicas. Las repeticiones 
ácidas contienen múltiples sitios de fosforilación (Sun et al., 2002). 
 
La comparación entre la p100, la Nopp140 y  la nucleolina reveló que la 
longitud de la región repetida varía entre las proteínas, mientras que las 
longitudes individuales de cada una de las repeticiones ácidas y básicas en las 
tres proteínas son prácticamente idénticas. Además, la p100 contiene una región 
con una estructura primaria y secundaria típica del dominio GAR.  
 
Esta proteína se localiza principalmente en el componente fibrilar denso 
del nucleolo. Es importante constatar que es especialmente abundante en las 
células del borde en cepillo de las glándulas salivales, lo cual sugiere su 
implicación en la regulación de la secreción y exportación de proteínas, a través 
de la regulación del nivel de producción de rRNA en el nucleolo. 
 
4- ARQUITECTURA MOLECULAR DEL NUCLEOLO 
 
4.1.- COMPONENTES ESTRUCTURALES 
 
Los componentes  del nucleolo están distribuidos en diferentes dominios 
ultraestructurales, a través de los cuales y secuencialmente ocurre la síntesis y 
procesamiento del pre-rRNA y el ensamblaje de los ribosomas. Se pueden 
distinguir varios componentes estructurales comunes a la mayoría de los 
nucleolos (Jordan, 1984): los componentes fibrilares, localizados en las zonas 
más internas del nucleolo, y el componente granular (CG), de localización más 
externa. Dentro de los componentes fibrilares se pueden distinguir, en la 
mayoría de los casos, dos estructuras: los centros fibrilares (CFs) y el 
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componente fibrilar denso (CFD); además se pueden encontrar otras estructuras 
como las vacuolas e intersticios nucleolares, la cromatina asociada al nucleolo  y 
la matriz nucleolar. 
 
La distribución relativa de estos componentes estructurales, sobre todo  
de los tres principales, es muy variable dependiendo del tipo celular y del 
estado fisiológico de la célula, de manera que es imposible establecer un modelo 
estructural “típico”. En primer lugar, la diferenciación de los componentes 
puede no ser neta en muchos tipos de nucleolos, sino que existe una transición 
gradual entre los componentes adyacentes. En segundo lugar, la proporción y 
distribución relativa de los componentes básicos muestra enormes diferencias; 
por ejemplo, un nucleolo activo de una célula meristemática vegetal contiene 
mas de un 50% de CFD y sólo un 1% de CFs, mientras que el nucleolo activo de 
una célula en cultivo de mamíferos contiene un 75% de GC, un 17% de CFD y 
un 2% de CFs, quedando  el espacio restante para los intersticios y proyecciones 
intranucleolares de la cromatina perinucleolar. Incluso en nucleolos con similar 
proporción de componentes se encuentran morfologías nucleolares diferentes, 
tales como la reticulada frente a la compacta en células animales, o la de 
componentes segregados frente a la de componentes entremezclados en 
muchos tipos celulares. Además, pueden encontrarse diferencias estructurales 
para un mismo componente; por ejemplo, los CFs de células animales presentan 
una estructura fibrosa, de densidad uniformemente escasa, mientras que en las 
células vegetales se encuentran dos tipos morfológicos: homogéneos, similares a 
los CFs de células animales, y heterogéneos, de mayor tamaño, que muestran en 
su interior inclusiones densas de cromatina condensada, además del contenido 
fibrilar (Risueño et al., 1982). Este tipo morfológico de CFs ha sido descrito 
también en anélidos (Bertout, 1984). 
 
En muchos casos, estas diferencias morfológicas son el reflejo de 
alteraciones funcionales; por ejemplo; en plantas, la aparición de grandes 
vacuolas centrales conteniendo partículas preribosómicas refleja un estado de 
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hiperactividad nucleolar (Moreno Díaz de la Espina et al., 1980). En muchos 
otros casos, sin embargo, no se conoce la causa funcional que dé cuenta del 
enorme polimorfismo del nucleolo, como soporte de una función común. 
 
4.2.-CORRELACIÓN ENTRE LA ESTRUCTURA Y LA FUNCIÓN DEL 
NUCLEOLO 
 
Un gran esfuerzo investigador ha sido llevado a cabo para ubicar en los 
subcomponentes nucleolares las etapas de la biogénesis de los ribosomas. 
Esencialmente, se quiere dar respuesta a dos preguntas principales:  
¿Dónde se localizan los genes ribosómicos en interfase? y  
¿Dónde se localiza la transcripción en el nucleolo? 
 
La respuesta parecía alcanzada a mediados de los 80, gracias a la 
utilización de técnicas citoquímicas y autorradiográficas a nivel ultraestructural. 
El uso de la tinción regresiva del EDTA para detectar RNPs, la tinción de la 
ammina del osmio, de tipo Feulgen, para detectar DNA, la tinción AgNOR para 
detectar proteínas del NOR y la autorradiografía de alta resolución tras la 
incorporación de uridina tritiada, llevaron a la conclusión generalizada de que 
la localización nucleolar de los genes ribosómicos era en los componentes 
fibrilares (CFs + CFD). En ambos componentes la cromatina aparecía extendida, 
no estructurada en nucleosomas (excepto en los CFs heterogéneos de plantas), 
pero sólo en el CFD se producía transcripción. Así pues, los CFs contendrían 
cromatina no en transcripción, pero preparada para transcribir (Goessens, 1984;
Risueño et al., 1982; Fakan y Puvion, 1980; Goessens y Lepoint, 1979). 
 
La introducción de las técnicas inmunocitoquímicas produjo la 
conmoción de este modelo, sobre todo a raíz de la publicación de la localización 
de la RNA polimerasa I exclusivamente en los CFs y no en el CFD (Scheer y 
Raska, 1987; Scheer y Rose, 1984). A este resultado le siguió una serie de 
trabajos mostrando la localización inmunocitoquímica del DNA nucleolar y 
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específicamente del rDNA por hibridación in situ, bien exclusivamente en los 
CFs o bien, además, en una estrecha zona adyacente del CFD, pero no en todo 
ese componente (Scheer et al., 1987; Martín et al., 1989; Thiry y Thiry-Blaise, 
1989). La aparición de datos contrapuestos utilizando las mismas técnicas en 
otros materiales biológicos (Wachtler et al., 1989; Schöfer et al., 1993) provocó 
una dura polémica, basada entre otras cosas, en limitaciones de las técnicas 
aplicadas y la interpretación de los resultados (Medina, 1989; Jordan, 1991; 
Mosgöller et al., 1996). 
 
Figura 8.- Esquema del modelo de arquitectura funcional del nucleolo propuesto en nuestro 
laboratorio.  A la izquierda se representa un fragmento de un nucleolo ideal, conteniendo un 
solo centro fibrilar, indicando los nombres de los principales subcomponentes nucleolares. A la 
derecha, confrontados a estos componentes, aparecen las etapas de la biogénesis de los 
ribosomas. Tomado de Cerdido y Medina, 1995. Los resultados experimentales obtenidos con 
posterioridad a esta propuesta, han confirmado esencialmente el modelo. 
 
En estos momentos, la reinterpretación de todos los datos anteriores, 
combinada con las aportaciones más recientes de la microscopía confocal, la 
utilización de sondas conteniendo pequeños fragmentos del rDNA para la 
hibridación in situ y el desarrollo de un método no radiactivo de visualización 



















uridina, la BrUTP, que es detectado con anticuerpos anti-BrdUTP (Testillano et 
al., 1994; Hozák et al., 1994; Shaw y Jordan, 1995; De Cárcer y Medina, 1999), 
han producido cierto consenso, en torno a un modelo similar al mostrado en la 
fig. 8 (Cerdido y Medina, 1995). En él, la localización de la transcripción se 
restringe a una estrecha franja correspondiente a la periferia exterior de los CFs 
y/o a la periferia del interior de los CFD; puesto que no existe separación 
estructural neta entre ambos componentes; esta zona puede definirse como el 
área de transición entre ellos (Martín et al., 1989; Martín y Medina, 1991). A 
pesar de todo,  el debate sigue abierto. En 2002 se ha publicado en Journal of Cell 
Biology un resumen de todos los argumentos aparecidos en la literatura sobre la 
localización de la síntesis del pre-rRNA (Huang, 2002). 
Con respecto a la localización del procesamiento del pre-rRNA, los 
primeros experimentos autorradiográficos de pulso y caza, consistentes en la 
incorporación de uridina tritiada y su sustitución posterior por uridina “fría” 
durante cierto tiempo antes de la fijación, mostraron el marcado localizado en el 
CG, lo que indicaba que el precursor incorporado al transcrito primario se había 
desplazado hacia este componente en el curso de su procesamiento, señalando 
al CG como el soporte estructural de esta fase de la biogénesis de ribosomas. 
Por otra parte, se aislaron del CG partículas preribosómicas conteniendo 
intermediarios del procesamiento del pre-rRNA (Fakan y Puvion, 1980). Si bien 
esto no se ha puesto nunca en cuestión, la visión actual, basada en la 
localización inmunocitoquímica y por hibridación in situ de macromoléculas 
características de las distintas etapas del procesamiento, es que éste comienza 
ya en el CFD (Scheer y Benavente, 1990; Puvion-Dutilleul et al., 1991; Shaw y 
Jordan, 1995). Existe la evidencia de que el CFD, que es estructuralmente 
homogéneo, es heterogéneo desde un punto de vista funcional, conteniendo 
subdominios correspondientes a distintas etapas del procesamiento del pre-
rRNA (Cerdido y Medina, 1995; Lazdins et al., 1997). 
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5.-VISIÓN ACTUAL DEL NUCLEOLO. 
 
Aunque la transcripción, procesamiento del rRNA y ensamblaje de los 
ribosomas han sido claramente establecidas como la función primordial del 
nucleolo, durante la pasada década se ha detectado un aumento en el número 
de proteínas y RNAs localizados en este orgánulo. Por mencionar sólo algunos 
de los componentes moleculares ajenos a la biogénesis de los ribosomas que se 
han localizado en el nucleolo citaremos que el nucleolo ha sido implicado en el 
almacenaje subcelular y la exportación nuclear de proteínas virales, tales como 
ciertos componentes del HIV (Kjems y Asjaer, 2000), y de RNAs, tales como el 
snRNA “espliceosomal” U6 (Lange y Gerbi, 2000) y el RNA de la signal recognition 
particle (SRP), una maquinaria citoplásmica de composición RNP que detiene la 
elongación de la síntesis de proteínas secretoras y de membrana y facilita su 
transporte al retículo endoplásmico (Jacobson y Pederson, 1998). También se ha 
implicado al nucleolo en el transporte de mRNA (Olson et al., 2002). Además, se 
ha encontrado que un fragmento del RNA del complejo RNP de la telomerasa 
presenta sorprendentes homologías con snoRNAs y que parte de este RNA se 
localiza en el nucleolo. La función del RNA de la telomerasa es servir de molde 
a la transcripción reversa que produce el DNA de los telómeros cromosómicos, 
contribuyendo así a su mantenimiento en sucesivas generaciones (Mitchell et al.,
1999a). Finalmente, se ha sugerido en trabajos recientes que algunos 
precursores de RNAs de transferencia (tRNAs) podrían también ser procesados 
en el nucleolo.  
 
Todo esto lleva a pensar que el nucleolo puede haber aparecido 
evolutivamente en una célula con un reducido genoma proto-eucariótico, en el 
que el procesamiento de RNA y el ensamblaje de ribonucleoproteínas  estaban 
espacialmente próximos. El nucleolo de las células eucariotas de los organismos 
actualmente existentes, rodeado de cromatina de unos dos millones de años, 
puede realizar funciones ancestrales, además de la biosíntesis de ribosomas. El 
concepto de nucleolo plurifuncional recibe así un fuerte apoyo con los datos 
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obtenidos más recientemente y agrega una nueva perspectiva a nuestro enfoque 
actual en el diseño espacial y funcional del nucleolo (Pederson, 1998). 
En la fig. 9 se resumen algunas de las numerosas moléculas encontradas 
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Figura 9.- Las funciones no convencionales (no relacionadas con la biosíntesis de ribosomas) del 
nucleolo. Entre éstas se incluyen la maduración del tRNA, la metilación del snRNA U6, y el 
ensamblaje parcial de la signal recognition particle (SRP) y del complejo de la telomerasa. La 
proteína HIV -1 Rev interactúa con la proteína B23 en el nucleolo y también se une al factor de 
exportación nuclear hCRM1 y a las nucleoporinas, Nup 98 y Nup 214, en el nucleolo. La 
actividad de la proteína supresora de tumores p53 esta regulada por el secuestro de los 
componentes que controlan su degradación (MDM2 y E2F1), los cuales se unen a la proteína 
ARF en el nucleolo. Adaptación de Olson et al., 2002. 
6.- LAS CÉLULAS POLITENIZADAS.
Puesto que la función primordial del núcleo celular es la expresión de los 
genes, las estructuras morfológicas que aparecen en su interior son 
manifestación de esta actividad funcional. Sin embargo, la facilidad de 
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visualización de estructuras nucleares especializadas es muy distinta entre unas 
y otras, así como su interpretación en términos del material genético implicado 
y de la etapa concreta del proceso funcional de expresión génica de que se trate. 
Desde el punto de vista de su observación microscópica, algunos genes y 
algunos modelos biológicos son especialmente privilegiados. Un caso 
paradigmático, de ocurrencia generalizada en las células eucarióticas, es el 
nucleolo, tal como se viene comprobando hasta este punto en el presente 
trabajo. En otros casos, se conocen modelos celulares concretos en los que se 
pueden visualizar regiones especializadas del cromosoma que llevan a cabo la 
síntesis y el procesamiento de RNAs específicos. Ejemplos muy conocidos y 
ampliamente investigados son los puff y los “anillos de Balbiani”, en los 
cromosomas politénicos de ciertos tejidos en larvas de Dípteros, y los loops en 
los cromosomas plumosos de ovocitos de anfibios. Estas estructuras pueden ser 
consideradas como expresiones a nivel citológico de la actividad genética 
específica a lo largo de ciertas regiones del cromosoma. 
 
En concreto, la constitución politénica en los cromosomas de glándulas 
salivales de larvas de Dípteros hace a éstos, así como a las estructuras 
funcionales ya mencionadas, particularmente convenientes para el estudio 
morfofuncional, debido al gran tamaño que alcanzan. 
 
6.1.- LA POLITENÍA 
Cuando en el ciclo de división celular se modifica la alternancia normal de las 
fases S y M  de manera que después de una mitosis se producen dos periodos 
de síntesis sucesivos tiene lugar el fenómeno de la endorreduplicación. Un caso 
extremo de endorreduplicación es el de la politenía (Koltzoff, 1934) en el que se 
produce un número elevado de rondas sucesivas de replicación (5, 10 o más), 
dando lugar a los llamados cromosomas gigantes o, más comúnmente, 




Debido a la yuxtaposición de los patrones cromoméricos idénticos de las 
muchas cromátidas presentes, es típica la morfología en bandas, más o menos 
gruesas según el tamaño de los cromómeros correspondientes, de los 
cromosomas politénicos. 
 
Los cromosomas politénicos fueron descubiertos en 1881 por Balbiani, 
pero su significado no fue comprendido hasta medio siglo mas tarde (Kostoff, 
1930; Painter; 1933, 1934; King y Beams; 1934, Bridges, 1935) en que fueron 
analizados en las glándulas salivares de las larvas de los Dípteros (Drosophila, 
Chironomus, Bibio). 
La politenía es un mecanismo de amplificación génica dentro de un 
proceso citogenético de citodifereciación, lo cual implica que los cromosomas 
politénicos se forman en células o tejidos con gran actividad metabólica. Por eso 
no son exclusivos de las glándulas salivales de los Dípteros sino que se han 
observado también en otros tejidos u órganos de larvas (epitelio intestinal, 
tubos de Malpigio, cuerpo graso etc) y otros organismos, por ejemplo, en los 
macronúcleos de protozoos ciliados, glándulas salivales de insectos colémbolos, 
glándulas de la seda de Bombix mori (lepidópteros), trofoblasto de roedores y 
también en distintos tejidos de plantas (células antípodas y sinérgidas del saco 
embrionario, suspensor del embrión, haustorios del endospermo, pelos 
estaminales). De cualquier manera los organismos más favorables para la 
observación de los cromosomas politénicos son los Dípteros; así, se han 
estudiado en Drosofílidos, Chironómidos, Sciáridos, Culícidos etc. 
 
Tratándose de un mecanismo de citodiferenciación es lógico que la 
politenía esté sometida a un control genético y por ello, resulta de enorme 
interés el descubrimiento en la especie de levaduras Schizosaccharomyces pombe,
del gen rum (replication uncoupled from mitosis) cuya sobreexpresión induce el 
fenómeno de la endorreduplicación (Moreno y Nurse, 1994; Hayles et al., 1994). 
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Tratándose de un gen que desempeña un papel importante en el control del 
ciclo celular, parece lógico admitir que un gen homólogo pueda ser el 
responsable de la politenía como mecanismo de citodiferenciación. 
 
Las bandas de los cromosomas politénicos pueden cambiar su 
morfología adquiriendo un aspecto más o menos difuminado y abultado 
denominado puff. Los puff se forman por desenrollamiento de la cromatina 
correspondiente a los cromómeros, aceptándose que en la mayoría  de los casos 
cada puff se origina a partir de una sola banda y de su interbanda adyacente. El 
tamaño de los puff es muy variable, pudiéndose observar desde muy pequeños 
(apenas perceptibles) hasta muy grandes, como son los llamados anillos de 
Balbiani. 
 
Los cromosomas politénicos constituyen un material idóneo para 
estudiar citológicamente la expresión génica al tratarse de cromosomas 
interfásicos. El tamaño de los cromosomas politénicos es mucho mayor que el 
de los cromosomas metafísicos mitóticos. 
 
6.2.-LAS VENTAJAS DEL USO DE CÉLULAS POLITENIZADAS 
La causa de que muchos problemas que se encuentran en la actualidad 
sin resolver respecto de la organización funcional del nucleolo de células 
eucariotas, se muestren renuentes a su solución, reside en el hecho del enorme 
grado de empaquetamiento a que están sometidos los componentes  
macromoleculares que intervienen en la biogénesis de los ribosomas en una 
célula  típica. Estas limitaciones se ponen de manifiesto cuando se utilizan 
técnicas histoquímicas o inmunocitoquímicas cuya utilización requiere la 
observación a nivel de microscopía óptica, resultando problemática su 
aplicación a nivel ultraestructural. De aquí el interés de utilizar en estos 
estudios sistemas celulares que por sus peculiaridades morfológicas permitan 
aumentar la capacidad de resolución de estas técnicas.  
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Un sistema celular modelo que puede contribuir a dar solución a 
problemas pendientes de la organización funcional del nucleolo es el de las 
células politenizadas de glándulas salivales de Chironomus. El Nucleolo de 
Células Politenizadas (NCP) constituye una forma amplificada del nucleolo de 
células diploides ordinarias, que se forma como consecuencia del proceso de 
politenización. En los cromosomas politénicos que contienen los organizadores 
nucleolares (NORs), y como consecuencia de la actividad transcripcional de los 
mismos, se organiza una estructura nucleolar de gran tamaño, en la que 
participan un elevado número de NORs integrados en una estructura única. 
Todo ello no produce alteraciones en la composición cualitativa de este 
nucleolo, que es la misma que la del nucleolo de células con genomas no 
amplificados. 
 
En el caso concreto de los dípteros pueden definirse dos casos en relación 
a la disposición del organizador nucleolar en el cromosoma (Colman, 1977): 
 
1) En las glándulas salivales de Drosophila melanogaster el organizador se 
localiza entre dos grandes bloques de heterocromatina (en este caso 
cromatina condensada y muy poco politenizada). 
 
2) En las glándulas salivales de algunos Chironómidos como C. 
pallidivittatus y C. tentans, el NOR se sitúa en una región de eucromatina, 
y la relación del nucleolo con el cromosoma es mucho mas evidente que 
en el primer caso.  El cromosoma se encuentra bien politenizado, incluso 
en las zonas contiguas al organizador nucleolar.  
 
En cuanto a la posición que ocupa el NOR en los cromosomas de  las tres 
especies más investigadas es la siguiente: en C. tentans hay dos organizadores 
nucleolares, uno sobre el cromosoma II y otros sobre el cromosoma III; en C. 
pallidivitattus hay un solo organizador nucleolar, en el cromosoma II; por su 
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parte, C. thummi posee también un solo NOR, en el cromosoma IV. Este último 
cromosoma, el mas corto, presenta también los mismos anillos de Balbiani, 
generalmente entre dos o cuatro, que las otras tres especies mencionadas. 
 
En el NCP es posible definir los componentes estructurales básicos del 
nucleolo. Así pues, el NCP de tejidos larvarios de Dípteros, especialmente 
Chironomus, puede constituir un modelo adecuado para analizar la organización 
nucleolar en un sistema amplificado, lo que puede aportar un mayor nivel de 
resolución para definir el denominado “mapa funcional in situ”, uno de los 






A pesar de una actividad investigadora de gran intensidad, sostenida en 
el tiempo y llevada a cabo por un importante número de laboratorios de gran 
calidad en todo el mundo, lo cierto es que todavía permanecen sin resolver en 
estos momentos importantes problemas en cuanto a la organización funcional 
de la biogénesis de ribosomas en el nucleolo. Esto no supone en absoluto la 
descalificación del nucleolo como un modelo único y privilegiado para el 
estudio de los mecanismos de expresión génica en el núcleo celular y su 
estructuración morfológica; simplemente, debe reconocerse el obstáculo que 
supone el enorme grado de empaquetamiento a que están sometidos en este 
orgánulo los componentes macromoleculares que intervienen en la biogénesis 
de ribosomas. En la mayoría de los modelos biológicos utilizados, este 
empaquetamiento dificulta enormemente la discriminación de dominios 
estructurales como soporte de etapas específicas del proceso funcional con la 
precisión y la resolución que son necesarias.  
 
A este respecto, creemos que las células politenizadas, tales como las de 
las glándulas salivales de Chironomus, han sido un sistema modelo 
insuficientemente explotado hasta el presente en la investigación sobre la 
arquitectura molecular y funcional del nucleolo, el cual ofrece indudables 
ventajas que sería interesante explorar. Como se ha mencionado, el DNA de 
estas células se encuentra amplificado, formando los cromosomas politénicos; 
en lo concerniente a los genes ribosómicos, y como resultado de la 
amplificación, el nucleolo se forma a partir de la actividad de múltiples 
organizadores nucleolares (NORs). La consecuencia es un nucleolo de tamaño 
“gigante”, varias veces superior al de los modelos más frecuentemente 
estudiados (células de mamíferos en cultivo, hepatocitos, células meristemáticas 
de plantas, etc.) en el que es razonable sostener la hipótesis de que la 
identificación de dominios funcionales en estructuras subnucleolares definidas 
será posible con más facilidad que en otros modelos biológicos. 
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Así pues, el objetivo general que se pretende conseguir en el presente 
trabajo es explorar en el nucleolo “gigante” de las células politenizadas la 
organización topológica de las distintas etapas de la biogénesis de ribosomas, 
de manera que puedan adscribirse componentes o dominios estructurales 
subnucleolares concretos a cada una de las etapas funcionales del proceso, 
aportando un mayor nivel de resolución para definir el denominado “mapa 
funcional in situ”. Este estudio permitirá responder a cuestiones fundamentales 
sobre los mecanismos de expresión génica, tales como la actuación 
independiente o cooperativa de las unidades génicas amplificadas en la 
biogénesis de los ribosomas. Este objetivo general se desarrollará en los 
siguientes objetivos concretos: 
 
1.- Localización del DNA nucleolar por procedimientos citoquímicos e 
inmunocitoquímicos, así como la localización del rDNA en el contexto del DNA 
nucleolar, por métodos específicos como la hibridación in situ. 
2.- Visualización de los dominios estructurales donde se producen las 
distintas etapas del procesamiento del pre-rRNA mediante el uso de 
anticuerpos contra proteínas nucleolares conocidas por su condición de 
marcadores de una o varias de ellas, tales como la fibrilarina y la nucleolina. 
3.- Localización de los lugares donde se produce la transcripción en el 
nucleolo mediante experimentos funcionales de transcripción in situ, 
discriminando de entre todo el rDNA aquel que se encuentra 
transcripcionalmente activo.
4.- Acercamiento a las funciones del nucleolo no relacionadas con la 
biogénesis de ribosomas, a partir de la localización nucleolar de elementos 




Para la consecución de estos objetivos se aplicará una batería de métodos 
microscópicos de gran potencia, incluyendo la microscopía confocal y la 
microscopía electrónica, asistidas por técnicas modernas de procesamiento y 
análisis de imágenes. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1. MATERIAL Y TRATAMIENTOS 
 
Como material se usaron larvas (en cuarto estadío), embriones 
tempranos (~24 horas) y embriones tardíos (~3 días) de Chironomus pallidivitatus 
procedentes de poblaciones naturales de las cercanías de Valencia.  Los cuerpos 
grasos utilizados se aislaron en la extracción de las glándulas de las larvas.  Esta 
población de larvas se ha mantenido en el laboratorio durante un periodo 
superior a 10 años.  
 
El cultivo de larvas se hizo según Beerman (1952) con las 
modificaciones de Santa-Cruz et al. (1978). El medio de cultivo consiste en 
ortiga pulverizada y comida para peces comercial (distintas marcas). Los 
cultivos se mantuvieron a 18ºC con un periodo de 18 horas de luz y 6 horas de 
oscuridad con aireación constante. Las larvas se alimentaron dos veces por 
semana.  
 
1.1 TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES. 
 
1.1.1 Tratamientos con drogas. 
 
Los tratamientos llevados a cabo  fueron: 
 
-Pilocarpina hidroclorhídrica (Sigma) a una concentración de 0.1 
mg/ml durante 16-18 horas a 18-20ºC (Mahr et al., 1980). 
-Cicloheximida (Sigma) a una concentración de 10 8g/ml durante 16 
horas a 18ºC (Díez et al., 1977). 
-Actinomicina D (Sigma) a una concentración de 5 8g/ml durante 4 




1.1.2 Tratamientos térmicos. 
 
El tratamiento de choque térmico fue llevado a cabo en un recipiente 
con agua de cultivo previamente atemperada a 35ºC con fragmentos de 
celulosa. El tratamiento se aplicó durante 2 horas manteniendo aireación 
constante (Santa- Cruz et al., 1984).  
 
2- ANTICUERPOS Y TINCIONES ESPECÍFICAS  
 
Los anticuerpos utilizados en los experimentos de inmunocitoquímica 
descritos en este trabajo han sido los siguientes: 
 
El anticuerpo monoclonal anti-DNA es comercial (Progen) y se utiliza 
para localizar DNA de cadena doble y sencilla (Scheer et al., 1987). El anticuerpo 
policlonal contra la RNA pol I cedido por el Dr Rothblum (Geisinger Clinic, 
Danville, Pennsylvania) (Hannan et al., 1998)
Se ha usado un anticuerpo contra la nucleolina cedido por el Dr. 
DiMario (Universidad de Louisiana,  USA).  Es un suero policlonal generado en 
conejo frente a esta proteína nucleolar de Xenopus (Heine et al., 1993). 
También se han utilizado dos anticuerpos anti-fibrilarina, un 
monoclonal (72B9) cedido por el Dr. Chan (Centro de Enfermedades 
Autoinmunes, La Jolla, USA) y un suero autoinmune humano cedido por la 
Dra. Hernandez-Verdun (Instituto Jacques Monod, París, Francia). 
 
El anticuerpo que reconoce la transcriptasa reversa (rt) fue obtenido 
contra una proteína recombinante con motivos conservados filogenéticamente 
de la transcriptasa inversa, derivada de un retrotransposón abundante del tipo 
No-Long Terminal Repeat (No-LTR), elemento previamente identificado en 
Chironomus  (López et al., 1999).   
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Para detectar la incorporación de uridina marcada (Br-UTP) en los 
ensayos de transcripción in vitro y desoxiuridina marcada (Br-dUTP) en la 
reacción de la desoxinucleotidil transferasa terminal (Tdt), se utilizó un 
anticuerpo monoclonal comercial (Sigma), contra la bromodesoxiuridina 
trifosfato (Br-dUTP), que reconoce también la bromouridina trifosfato (Br-UTP).  
 
Las diluciones a las que están usados los anticuerpos en los distintos 
experimentos se muestran en la tabla 1. El medio de dilución de los anticuerpos 
es solución de bloqueo, seroalbúmina bovina (BSA) al 2% en Tween 20 al 0,05% 
en  tampón fosfato salino (PBST). 
 
En todos los casos, se utilizaron métodos inmunocitoquímicos 
indirectos para revelar antígenos. Esto implica la incubación con anticuerpos 
secundarios (específicos contra inmunoglobulinas de cada anticuerpo primario) 
conjugado con sus marcadores apropiados para la técnica que se trate. La 
relación de los anticuerpos secundarios utilizados se muestra en la tabla 2. Estos 
anticuerpos secundarios son comerciales, de las casas Sigma y Amersham. 
 
ANTICUERPO TIPO IF IO 
Anti DNA Monoclonal ---- 1:10 
Antinucleolina Policlonal de conejo 1:40 1:10 
Antifibrilarina 
(72B9) 
monoclonal 1:20 1:10 
Antifibrilarina Suero autoinmune 
humano 
1:20 1:5 
Anti rt Policlonal de conejo 1:10 ----- 
Anti BrdUTP Monoclonal 1:40 ---- 
Tabla 1 Anticuerpos primarios usados, con los datos de las diluciones para los distintos 
experimentos. (IF) Diluciones para ensayos de inmunofluorescencia para microscopía óptica. 
(IO) Diluciones para marcajes con inmunooro sobre cortes de microscopía electrónica.  
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Policlonal de conejo Anti- IgG de conejo 1:100 1:50 
Suero autoinmnune 
humano 
Anti- IgG humana 1:100 1:50 
Monoclonal Anti IgG de ratón 1:100 1:50 
Monoclonal Anti IgM ratón 1:100 1:50 
Tabla 2. Relación de anticuerpos secundarios utilizados, dependiendo del tipo de anticuerpo 
primario, con los datos de diluciones para los distintos ensayos. El medio de dilución es el 
mismo que el de los anticuerpos primarios.  
 
Para teñir el DNA se utilizaron el Sytox (Molecular Probes, S7020) y el 
DAPI (4, 6-diamino-2-phenylindol) (Serva). 
 
3.- TÉCNICAS CITOLÓGICAS 
 
Para la observación microscópica de las células politenizadas, se 
realizaron las técnicas citológicas siguientes: el aislamiento de las glándulas 
salivales, la extracción  de los cuerpos grasos,  la eliminación de las cubiertas de 
los embriones y las preparaciones  de los cromosomas. 
 
3.1.- AISLAMIENTO DE GLÁNDULAS SALIVALES. 
 
La extracción y manipulación de las glándulas se realizó con ayuda de 
un estereoscopio. Las larvas se secaron en un trozo de papel de filtro y se 
colocaron sobre un portaobjetos excavado. A continuación, se sujetaron por el 
tercio anterior con unas pinzas blandas y se seccionaron con un bisturí entre el 
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primer y el segundo segmento torácico. Las glándulas se extrajeron con ayuda 
de unas agujas de tungsteno. 
 
3.2.-EXTRACCIÓN DE LOS CUERPOS GRASOS DE LARVAS.  
 
En este caso, el tejido se encuentra adherido a la cutícula, principalmente 
por la región ventral de la larva. Después de colocar a la larva en el portaobjetos 
y de cortarla  el extremo del segmento anterior, se seccionó a la larva con ayuda 
de unas agujas de tungsteno y se extrajeron los cuerpos grasos del animal. 
 
3.3.- ELIMINACIÓN DE LAS CUBIERTAS DE LOS EMBRIONES. 
 
Tras obtener los embriones se trataron con hipoclorito sódico al 10% 
durante 5 minutos.  Se lavaron  con PBST durante 10 minutos.  
 
Posteriormente se incubaron los embriones con 500 µl de metanol y 500 
µl de heptano durante 1 minuto para eliminar las cubiertas. Luego se añadió 
metanol y se almacenaron  a -20ºC hasta su utilización.  
 
3.4.- PREPARACIONES DE  CROMOSOMAS POLITÉNICOS. 
 
3.4.1.-  En Squash o aplastado 
 
Las glándulas recién extraídas fueron fijadas inmediatamente con  
fijador Carnoy, (etanol: ácido acético, 3:1) durante un periodo de 5 minutos. 
Posteriormente, las glándulas se pasaron a un portaobjetos limpio con unas 
agujas de tungsteno o con pinzas de punta fina, donde se añadió una gota de 
ácido acético al 50%. Con las agujas de tungsteno se separaron las células de la 
secreción para poder realizar mejor el aplastado. Por último, se colocó un 
cubreobjetos dando a continuación ligeros golpes sobre él con una aguja 
enmangada o una lanceta para romper las células. El aplastado se realizó 
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suavemente con el dedo interponiendo un papel de filtro. Para obtener 
preparaciones permanentes se congelaron con nieve carbónica y se separaron  
cuidadosamente los cubreobjetos con un bisturí. Después se introdujo la 
preparación en alcohol al 95% a 4ºC, donde se almacenó hasta su utilización. 
 
3.4.2.- In toto 
Las glándulas recién extraídas, fueron fijadas 10 minutos en una 
solución de paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS (pH 7,4) y lavadas 
intensamente con PBS. Posteriormente fueron incubadas en una solución de 
bloqueo de los grupos aldehídos libres, (glicina 20 mM), durante  30 minutos. 
Seguidamente se  realizó una permeabilización de las membranas celulares con  
una solución de 1% de Nonidet P40 (NP) y 0.5%  de desoxicolato sódico (DOC) 
en PBS, durante 15 minutos. A continuación se procedió a la realización del 
inmunomarcaje. 
 
En el caso de los embriones, tras haber eliminado las cubiertas como se 
explica en el apartado 2.2, se fijaron con PFA durante 10 minutos. Se lavaron 
intensamente en PBST. A continuación se realizó el inmunomarcaje. 
 
3.4.3.- En cortes incluidos en resina “Immunobed “. 
 
Otras glándulas recién extraídas fueron fijadas con PFA durante 1 hora 
30 minutos. Se lavaron tres veces en tampón fosfato salino (PBS) y se 
deshidrataron  en una serie de alcohol etílico: durante 15 minutos en alcohol  de 
30º y 50º,  30 minutos en alcohol 90º y dos pases por alcohol de 100º durante 30 
minutos. Todos los pasos se realizaron a 4ºC. 
 
Tras la deshidratación se procedió a la inclusión en resina Inmuno-Bed 
(Electron Microscopy Sciences).  Para ello, a la “solución A” de Immuno-Bed se  
añadió 0.9% de catalizador y se agitó hasta que se disolviese completamente.  
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Las glándulas se infiltraron con esta mezcla durante dos horas, con una ligera 
agitación y varios cambios. La solución se guardó a 4ºC toda la noche y al día 
siguiente se realizó la inclusión. A la “solución A” catalizada (no utilizada en la 
infiltración) se le añadió la “solución B”. La solución de inclusión resultante 
polimeriza rápidamente, de modo que, para conservarla líquida, la solución se 
mantuvo sobre hielo. Las cápsulas polimerizan a temperatura ambiente o a 4ºC. 




La inmunofluorescencia indirecta se realizó sobre glándulas in toto, 
“squash”, los cortes semifinos y embriones  tal y como se ha explicado en los 
apartados anteriores. El protocolo que se utilizó es una modificación del 
utilizado por De Cárcer et al. (1997). 
 
En el caso de los cortes o los squashes se realizó una permeabilización 
de las membranas celulares previa; para ello se rehidrataron con PBST y se 
permeabilizaron con una solución de  NP 40 al 1% y DOC al 5% en PBS durante 
15 minutos.  
 
Tras los lavados se trataron las muestras con solución de bloqueo 
durante 30 minutos a temperatura ambiente y después las células se incubaron 
con una dilución del anticuerpo primario (tabla 1) en solución de bloqueo  
durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar intensamente en PBS, se 
incubaron con el anticuerpo secundario (tabla 2) conjugado con fluoresceína 
(FITC), Alexa 488 o Alexa 546 durante una hora a temperatura ambiente. 
Finalmente, las células se incubaron durante 5 minutos con DAPI (28g/ml) y 
fueron montadas sobre portaobjetos con medio de montaje Mowiol (De Cárcer 




El análisis de muestras se realizó con un microscopio de 
epifluorescencia Zeiss Axioplan, acoplado a una cámara digital CCD 
Photometrics CE 200A, o bien con un sistema de microscopía confocal por 
barrido de laser Leica TCS SP2-DM IRE2, dotado de 6 líneas de láser en el 
espectro visible (458, 476, 488, 514, 543 y 633 nm) y 2 líneas en el de ultravioleta 
(351, 364 nm). 
 
5.-HIBRIDACIÓN IN SITU 
Las preparaciones de cromosomas politénicos que se utilizaron para la 
hibridación in situ se realizaron como se indica en el apartado 2.3.1.   
 
5.1.-MARCAJE DE SONDAS. 
 
El marcaje de la sonda se realizó con 11-dUTP-Dig, utilizando un kit 
para marcar por nick translation (Roche) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. 
 
5.2.-HIBRIDACIÓN DE LAS PREPARACIONES CON LAS SONDAS. 
 
La mezcla de reacción para la hibridación in situ consistió en una 
solución con las siguientes componentes: sonda marcada (un 20% del volumen 
final), formamida desionizada al 50%, dodecilsulfato sódico (SDS) al 0,1% y 
citrato sódico salino 4x (SSC) al 29,9%. El método empleado se describe 
básicamente en Schmidt et al., (1988). La desnaturalización del ADN 
cromosómico se realiza en dos fases: en la primera, después de secar las 
preparaciones a temperatura ambiente, se incubaron en 2 x SSC a 70-75ºC 
durante una hora, y en la segunda fase las preparaciones se deshidrataron en 
etanol al 50% (5-10 minutos) y en etanol absoluto (5-10 minutos). Se dejaron 
secar a temperatura ambiente y se continuó la desnaturalización con una 
solución de hidróxido sódico 0,07 M durante 3 minutos. Posteriormente, se 
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deshidrataron de nuevo utilizando el mismo esquema. Por último, se dejaron 
secar a temperatura ambiente y se añadió la mezcla de reacción con la sonda, la 
cual fue desnaturalizada previamente a 45ºC. Esta incubación con la sonda se 
realizó en cámara húmeda durante un mínimo de 12 horas a 37ºC. 
 
5.3.-DETECCIÓN DE LAS SONDAS HIBRIDADAS. 
 
A continuación, tras la hibridación con las sondas  de las preparaciones 
de los cromosomas se realizó la detección de las mismas. Para ello, el primer 
paso consistió en lavar las preparaciones, primero durante cinco minutos en 2x 
SSC y después dos lavados de quince minutos en PBS 1x/0,01% Tween 20 
(Merck). Para detectar la sonda se usó un  anticuerpo anti-digoxigenina 
conjugado con FITC (Roche),  diluido en PBS 1x/0,01% Tween 20 con un 1% de 
solución de bloqueo. Las incubaciones se realizaron en cámara húmeda a 37ºC 
durante una hora en oscuridad. Después de tres lavados de diez minutos en  
PBS 1x/ 0.01% Tween 20, las preparaciones se montaron en antifading (Johnson 
y Nogueira Araujo, 1981) y se observaron mediante el microscopio confocal. 
 
5.4.-ANÁLISIS  DENSITOMÉTRICO. 
 
Sobre las imágenes obtenidas de los nucleolos mediante el microscopio 
confocal se realizaron perfiles densitométricos lineales cubriendo diferentes 
zonas del nucleolo. Estos perfiles fueron cuantificados mediante  el programa 
Leica Confocal Sofware (LSC). 
 
6.-PROCESAMIENTO DE  MUESTRAS PARA MICROSCOPÍA 
ELECTRÓNICA. 
 
Las glándulas fueron fijadas con PFA al 4% a partir de ampollas de 
PFA al 16% en PBS y con objeto de mejorar las condiciones de fijación se 
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utilizaron, en algunos casos mezclas de fijadores como PFA 4% y 
glutaraldehído 0,1%. Las glándulas permanecieron sumergidas en la solución 
de PFA durante 1 hora 30 minutos, transcurridas las cuales se lavaron en PBS 
durante 10 minutos, efectuándose en total tres lavados de 10 minutos cada uno 
de ellos. A continuación se procedió a la deshidratación sometiendo a las 
glándulas a un tratamiento con una serie de alcohol de grado ascendente (30º, 
50º, 70º, 90º) durante 20 minutos y dos veces en 100º durante 30 minutos. Las 
deshidrataciones se realizaron a 4ºC. 
 
Después las muestras se incluyeron en la resina acrílica comercial 
LRWhite (London Resin Company), según las especificaciones del fabricante. 
En primer lugar se realizó la infiltración, la cual se llevó a cabo según la tabla 3: 
 
Composición Tiempo Temperatura 
Alcohol 100º 
LRWhite 
2 de alcohol  
1 de resina 
1 hora 30 minutos 4ºC 
LRWhite-
Alcohol 100º 
2 de resina  
1 de alcohol 
1 hora 30 minutos 4ºC 
LR White Resina pura 100% 
Cada 12 horas 
3 ó 4 días 
4ºC 
Tabla 3. Diferentes pasos seguidos en la infiltración de las glándulas.  
 
Tras la infiltración, las glándulas se colocaron con pinzas y con la 
ayuda de una lupa estereoscópica en cápsulas de gelatina con LRWhite. A 
continuación se introdujeron las cápsulas en una estufa a 50ºC para que 
polimerizasen durante 22 horas. 
 
6.1.-TALLADO Y ULTRAMICROTOMÍA.
Sobre los bloques incluidos en LRWhite se realizaron cortes semifinos, 
de 2 µm de espesor, con objeto de localizar la zona de la glándula más 
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interesante para su estudio ultraestructural. Una vez localizada en corte, se talló 
la zona en el bloque utilizando un “Pyramitome LKB 11800” y cuchillas de 
vidrio fabricadas en el acto. Una vez tallada la pirámide se realizaron cortes 
ultrafinos en un ultramicrotomo Reichert Ultracut E, y se montaron sobre 
rejillas de niquel.  
 
6.2.-INMUNO-MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA (INMUNO-ORO). 
 
Los cortes ultrafinos, montados sobre rejillas de niquel se prelavaron en 
primer lugar con PBST durante 10 minutos. Todo el proceso se llevó a cabo a 
temperatura ambiente. A continuación se bloquearon las posibles uniones 
inespecíficas del anticuerpo primario con solución de bloqueo. Más tarde, las 
rejillas se transfirieron a gotas que contenían el anticuerpo primario, cuyas 
diluciones y tiempo de incubación quedaron indicadas en la tabla 1.  
 
Posteriormente los cortes se lavaron con PBST tres veces sucesivas, 
durante 10 minutos en cada ocasión, y se incubaron con un anticuerpo 
secundario conjugado con oro coloidal de 10 nm. Las diluciones y tiempo de 
incubación fueron las expresadas en la tabla 2. Las rejillas se volvieron a lavar 
con PBST y posteriormente con agua destilada. Estas partículas son opacas a los 
electrones, y fácilmente reconocibles al microscopio electrónico, de modo que 
su presencia indica la localización del antígeno que se quiere detectar. 
 
Una vez realizada la reacción inmunocitoquímica, los cortes se 
contrastaron con acetato de uranilo, para lo cual se utilizó una solución de 
acetato de uranilo al 5% en agua bidestilada. Para la tinción se depositaron las 
rejillas sobre una gota de acetato de uranilo a temperatura ambiente, en la 
oscuridad durante 30 minutos. Las rejillas se lavaron posteriormente tres veces 




A continuación se realizó el contrastado con citrato de plomo. Para ello 
se  prepararon 5 ml de una solución de citrato de plomo a partir de: 
- 0,02 g de citrato de plomo 
- 0,05 ml de NaOH 10 N 
- 5 ml de H2O
La mezcla se realizó en atmósfera de nitrógeno para prevenir la 
reacción con el CO2 del aire. Antes de utilizar se centrifugó a 700 g durante 5 
minutos. Para la tinción se situaron las rejillas sobre gotas de citrato de plomo a 
temperatura ambiente, tapadas con una caja Petri invertida junto a unas lentejas 
de NaOH húmedas, de nuevo para evitar  la reacción del citrato de plomo con 
el CO2 del aire y su precipitación. Pasados 5 minutos, se lavaron las rejillas con 
agua bidestilada durante 10 minutos. 
 
La observación se realizó en un microscopio electrónico de transmisión 
Philips 300 a 80KV de tensión de aceleración. 
 
7.-TÉCNICA DE LA DESOXINUCLEOTIDIL TRANSFERASA 
TERMINAL (TdT). 
 
Las rejillas fueron incubadas durante 30 minutos a 37ºC en un medio 
compuesto por 5-Bromo-2-desoxyuridina trifosfato 20 8M (Sigma), cacodilato 
sódico 100 mM  (pH 6,5), CoCl2 2 mM,  ß-mercaptoetanol 10 mM, BSA 50 
8g/ml, terminal transferasa 125 u/ml  (Boehringer). Después la rejilla se incubó 
durante 30 minutos a 37ºC en el mismo medio suplementado con dCTP, dGTP, 
dATP 4 8M (Gibco). Tras dos lavados con agua destilada, los cortes ultrafinos se 
incubaron con PBS conteniendo suero de cabra diluido 1/30  y 1% de BSA 
durante 30 minutos. Se lavó con PBS y se incubó con el anticuerpo contra BUdR  
(Sigma) en solución de bloqueo durante 4 horas a temperatura ambiente. Se 




Por último las rejillas fueron teñidas con acetato de uranilo y citrato de 
plomo. Su observación  se realizó a microscopía electrónica. 
 
8.-AISLAMIENTO DE LOS NÚCLEOS. 
 
El protocolo utilizado para aislar los núcleos de las glándulas salivales 
es el descrito por Sass (1980). Se extrajeron unas 100 glándulas como se ha  
explicado anteriormente. Se introdujeron las glándulas en el “medio Sass”,  
medio de lisis, compuesto por NaCl 8 mM, KCl 90 mM, MgCl2 1M, CaCl2 0,5 
mM, Na2HPO4/KH2PO4 15 mM y NP40 al 0,2%, durante 30 minutos a 4ºC. Se 
pipetearon las glándulas junto con el buffer de lisis con una pipeta rizada y se 
agitó durante unos segundos. Esto último se repitió varias veces. Se dejaron 
sedimentar los núcleos durante 30 minutos y se eliminó la mayor parte del 
sobrenadante quedando en el fondo los núcleos aislados. Estos núcleos se 
usaron en los experimentos de transcripción in vitro. 
 
9.-TRANSCRIPCIÓN IN VITRO. 
 
El procedimiento seguido (De Cárcer y Medina, 1999) es una 
adaptación del método de Wansink et al., (1993) presentando modificaciones 
para adaptarlo a nuestros requerimientos. Los núcleos recién aislados se 
lavaron en tampón de lavado (glicerol 25%; Tris/HCl 20 mM pH 7,5; MgCl2 5
mM; EGTA 0,5 mM). Posteriormente, se permeabilizaron en la misma solución 
suplementada con NP40 1% y se lavaron de nuevo con solución de lavado. 
Posteriormente los núcleos se resuspendieron en solución de transcripción (KCl 
100 mM; MgCl2 5 mM, Tris/HCl 50 mM pH 7,5; EGTA 0,5 mM y glicerol 25%) 
suplementada con ATP 0,5 mM, CTP 0,5 mM, GTP 0,5 mM, BrUTP 0,5 mM 
(Sigma) , tRNA 1008g/ml y fenil sulfonil fluoruro (PMSF) 0,1 mM incubándose 
durante 30 minutos a 37ºC. La reacción de transcripción se paró mediante una 
fijación en frío. Para ello se utilizó PFA frío hasta una concentración del 4%, 
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durante 30 minutos a 0ºC. Una vez fijados los núcleos se lavaron intensamente 
con tampón de lavado. 
 
Finalmente los núcleos fueron extendidos sobre portaobjetos mediante 
el “citospin” para su estudio mediante microscopía confocal. Todos los medios y 
el material se esterilizaron previamente a su utilización para eliminar la 
contaminación de las RNasas, y evitar la degradación del RNA. 
 
La detección del Br-UTP se realizó mediante el uso del anticuerpo 
primario específico anti-BrdUTP (Tabla 1) en dilución 1/100 durante una hora. 
El anticuerpo secundario que se utilizó en este caso es anti-inmunoglobulina G 
de ratón conjugado con fluoresceína (FITC), en dilución 1:40, durante una hora  
en oscuridad. Después de la incubación se procedió a lavar abundantemente en 
PBS, para posteriormente someter a los núcleos a una tinción con DAPI (2 
8g/ml), durante 5 minutos, a temperatura ambiente, finalizada la cual 
volvieron a lavarse los portaobjetos con PBS. Por último se montaron con 
cubreobjetos, a los que previamente se les había añadido una gota de solución 
antifading.
10.-PROCESAMIENTO DE LAS IMÁGENES DEL 
MICROSCOPIO  CONFOCAL. 
 
Para el procesamiento de las imágenes obtenidas en el microscopio 
confocal se ha utilizado el programa Leica Confocal Software (LCS). Este 
programa permite visualizar los diferentes planos ópticos obtenidos de una 
preparación de varias micras de espesor. A partir de ellos se puede obtener la 
proyección máxima, es decir la convergencia en una sola imagen de los 
diferentes planos ópticos. Cada uno de los píxeles de esta imagen está obtenido 
seleccionando el pixel de mayor densidad óptica de entre los píxeles homólogos 
de cada uno de los planos ópticos. También se puede obtener una imagen 
tridimensional, que puede representarse gráficamente de modo que el 
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espectador perciba la sensación tridimensional, ya sea en forma de estereopares 
o de vídeos en los que el objeto reconstruido gira en torno a uno de sus ejes. 
 
Junto con el procesamiento de las imágenes,  el programa LCS permite 
realizar una serie de cuantificaciones densitométricas de la densidad óptica del 
marcado. Para ello, se traza una recta entre dos puntos, ya sea en un plano 
óptico o bien en la proyección máxima, y el software devuelve la representación 
gráfica de la densidad óptica en cada uno de los puntos de la recta. 
 
Por último, el software utilizado permite la obtención simultánea de 
planos ópticos o proyecciones máximas de cada uno de los fluorocromos 
utilizados y la colocalización de todos ellos en una sola imagen que se obtiene 
por superposición o fusión de las imágenes de cada uno de los fluorocromos. El 
resultado es que aparecen colores nuevos que resultan de la mezcla de los 
colores iniciales, cuyo significado es marcar los lugares en los que colocalizan 
las sustancias que están siendo detectadas. Por el contrario, la presencia de un 
color puro, correspondiente a un fluorocromo, en la imagen fundida significa la 






1.-ORGANIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL DEL NUCLEOLO DE 
CÉLULAS POLITENIZADAS (NPC). 
 
1.1.- DESCRIPCIÓN DE LOS COMPONENTES BÁSICOS DEL NCP 
 
En las células politenizadas de las glándulas salivales de larvas del Díptero 
Chironomus pallidivitatus hemos estudiado la organización ultraestructural del nucleolo, 
al que hemos designado como Nucleolo de Células Politenizadas (NCP), sobre muestras 
fijadas, incluidas y teñidas con métodos convencionales y observadas al microscopio 
electrónico (Fig. 10). 
 
El nucleolo se localizó unido al cromosoma II, a la altura de un tercio de su 
longitud empezando desde el telómero, presentando un tamaño aproximado de unas 10 
a 15 -m de diámetro, (Fig. 10a), un tamaño muy superior a cualquier nucleolo no 
politénico. En un tejido no politénico, como es el tejido nervioso de Chironomus el 
tamaño del nucleolo resultó ser aproximadamente 10 veces menor, (Fig. 10b). Si 
comparamos la fig. 10a y la 10b se pueden apreciar claramente, al mismo aumento, las 




Fig. 10. a) y c) Imágenes 
obtenidas a microscopía 
electrónica  de la ultraestructura 
de dos nucleolos de células 
politénicas de glándulas 
salivales de Chironomus 
pallidivitatus. Se diferencian 
claramente en ambos los 
componentes ultraestructurales, 
el CFD y el CG. Además, se 
observa la gran variedad en 
cuanto a apariencia morfológica 
entre dos nucleolos.  
b) Imagen a microscopía electrónica de un nucleolo de células no politénicas de tejido cerebral. d) Detalle 
de a), en el que se observa a mayor aumento los componentes ultraestructurales del nucleolo, CG y CFD, 
no se observan CFs. e) Nucleolo de células no politenizadas de tejido cerebral. Se puede observar  a gran 
aumento un CF de gran tamaño relativo y posición central, así como la ausencia de CG, indicativa de un 














Figura 11.- Organización ultraestructural del NCP. a) Imagen a microscopía electrónica de un NCP de 
una célula control mostrando zonas de CG y CFD. En este caso, las masas de CFD que aparecen en el 
corte son más pequeñas y más numerosas que en los nucleolos de la Fig. 10, y el CG es más abundante y 
más laxo. b) Imagen en detalle de la organización ultraestructural del NCP. Se puede apreciar como los 
gránulos del CG, correspondientes a partículas prerribosómicas en maduración, forman cordones, que 








El nucleolo apareció compuesto únicamente por dos de los componentes estructurales 
descritos en otros sistemas celulares: el componente fibrilar denso (CFD) y el componente 
granular (CG). Estos dos componentes fueron fácilmente distinguibles como una zona fibrilar, 
que generalmente ocupó la zona central y una granular de morfología mas laxa, separada por 
espacios intersticiales, localizada preferencialmente en la zona periférica. Es importante destacar 
que en ocasiones las dos regiones no se observaron netamente separadas: masas del componente 
fibrilar denso (CFD) pudieron encontrarse en la periferia y viceversa. En todo caso, en los cortes 
ultrafinos, el CFD apareció bajo la forma de masas discretas rodeadas por CG. El número de 
estas masas por corte nucleolar y el tamaño de cada una de ellas fue muy variable en distintos 
nucleolos (comparar fig. 10a y 10c con fig. 11a). Parece existir una correlación entre la forma 
como aparece el CFD en los cortes y la cantidad de CG, de modo que el CFD en forma de masas 
pequeñas y en número elevado se asoció con abundante CG (Fig. 11a), mientras que cuando las 
masas de CFD eran mayores y aparecían en menor número, el CG era más reducido (Figs. 10a y 
10c).   
 
En el CG, los gránulos se encuentraron agrupados, formando cordones, que 
dejaban intersticios entre ellos (Gaudecker, 1967; Stockert y Colman, 1975; Olins et al., 
1980). Estos cordones de gránulos fueron más evidentes en aquellos nucleolos que 
poseían CG más abundante (Figs. 11a y 11b), que en los que el CG era más reducido, 
donde apareció más compacto (Figs. 10a, 10c y 10d). Un examen cuidadoso de estos 
cordones indicó que el empaquetamiento de los gránulos generaba una aparente 
estriación de los cordones a lo ancho y que los gránulos a veces parecían estar 
conectados a un eje central (Fig. 11b). El diámetro de los cordones y de los gránulos se 
muestra en el Gráfico 1. 
 
Los gránulos del CG mostraron una cierta heterogeneidad o gradación de 
tamaños, la cual podría corresponder al progreso del procesamiento de las partículas 
prerribosómicas. Así pues, los gránulos más pequeños corresponderían a partículas en 
proceso de maduración, mientras que los mayores serían subunidades ribosómicas 
maduras, a punto de ser exportadas al citoplasma (Fig. 11b) 
 
En ninguno de los cortes ultrafinos de NCPs que hemos estudiado se ha 
detectado la existencia de CFs ni de ninguna estructura que pudiera asimilarse a ellos 
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(Figs. 10a, 10c y 11a). En cambio, en nucleolos de células no politénicas, concretamente 
células nerviosas de Chironomus, sí que se observó una estructura en posición central 
que se podría identificar como CF (Figs. 10b y 10e). 
 
1.2.- CAMBIOS DE LA ORGANIZACIÓN ESTRUCTURAL ASOCIADOS A LA 
INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL POR 
CICLOHEXIMIDA (CHM). 
 
El modelo de organización estructural del NCP que se acaba de describir se 
alteró drásticamente como respuesta a una alteración funcional, como fue la inhibición 
indirecta de la transcripción motivada por el tratamiento con un inhibidor de la síntesis 
de proteínas, la cicloheximida (CHM), a una concentración de 10 µg/ml, durante 16 
horas. La acción de la CHM sobre la transcripción parece ser debida a la necesidad de 
unas proteínas de corta vida para que se inicie efectivamente el proceso de 
transcripción, una vez que se ha formado el complejo de iniciación. Al estar inhibida la 
síntesis de estas proteínas por la CHM, la transcripción no podría comenzar (Gokal et 
al., 1986). El efecto morfológico, que se pudo apreciar después del tratamiento, fue lo 
que se denomina “segregación nucleolar”, en la cual se apreció la separación completa 
de los dos componentes estructurales del nucleolo, quedando el CFD en la zona de 
contacto con el cromosoma y el CG en la zona externa (Figs. 12a y 12b). No se observó la 
existencia de CFs en glándulas tratadas, al igual que sucedía en las glándulas control. 
Tampoco se apreció una disminución grande del volumen del nucleolo. En cuanto a la 
estructura interna de los componentes, el CFD se presentó como una masa  muy 
compacta y el CG se observó mucho más laxo y disgregado. Mientras que el tamaño de 
los gránulos individuales del CG prácticamente no varió respecto a los controles, los 
cordones formados por empaquetamiento de los gránulos aparecieron más delgados 















Gráfico 1. Diámetro de los cordones y de los gránulos individuales del CG en glándulas tratadas y en 
condiciones control. 
Figura 12.- Organización ultraestructural del NCP tratado con CHM. a) Redistribución de los 
componentes nucleolares inducidos por el tratamiento. 
b) Imagen en detalle de la reorganización del CG en la periferia y del CFD en la zona de contacto con el 








2.- LA TÉCNICA DE INMUNODETECCIÓN EN GLÁNDULAS 
SALIVALES “IN TOTO”. 
 
El squash o aplastado es la técnica de preparación de muestras para su 
observación al microscopio óptico más frecuentemente utilizada hasta la fecha en 
nuestro material. Para realizar un squash o aplastado de las glándulas de Chironomus 
(según el protocolo explicado en Materiales y Métodos), paso previo para la realización 
de la inmunodetección de la proteína, es necesario el uso de ácido acético ya que facilita 
la disgregación de la glándula; de otro modo, el aplastado sería prácticamente 
imposible de realizar.  
 
Los experimentos preliminares llevados a cabo utilizando el ácido acético para 
realizar el squash y posteriormente con el anticuerpo  anti-fibrilarina para la 
inmunolocalización de esta proteína por fluorescencia nos dieron resultados negativos. 
En las preparaciones no aparecía señal de la proteína (Fig 13b). Sospechando que esta 
ausencia de marcado se debía al efecto extractivo de proteínas por parte del ácido 
acético utilizado en la preparación, diseñamos un protocolo de inmunofluorescencia 
indirecta evitando el uso de esta sustancia. El método fue diseñado específicamente 
para microscopía confocal, aprovechando la enorme potencialidad de esta tecnología en 
cuanto a la penetración de la radiación lumínica para excitar los fluorocromos y en 
cuanto a la obtención de “cortes ópticos” virtuales de planos perfectamente enfocados. 
Así pues, el método se desarrolló para ser llevado a cabo sobre la glándula entera. El 
resultado de la inmunorreacción sobre glándulas enteras fue que la señal del 
anticuerpo, observada en color verde, marcando la localización de la fibrilarina y 
visualizada a microscopía confocal, apareció bien patente (Fig. 13c).  
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Figura 13. a) Tinción DAPI de cromosomas 
politénicos obtenida a microscopía de 
fluorescencia. b) Inmunofluorescencia con anti-
fibrilarina en presencia de ácido acético, en la  
que no se observa señal. c) Imagen obtenida a 
microscopía confocal de un inmunomarcado 
con anti-fibrilarina y tinción DAPI sin presencia 
de acético. Se observa claramente la presencia 
de la proteína en el nucleolo (color verde). Las 





3-. LA REGIÓN DEL ORGANIZADOR NUCLEOLAR (NOR). 
Se denominan regiones organizadoras nucleolares (NORs) a los segmentos 
cromosómicos que contienen los genes ribosómicos (rDNA) (Gall y Pardue, 1969). La 
localización in situ de las secuencias del rDNA que constituyen el NOR, en el contexto 
de los componentes estructurales del nucleolo es uno de los problemas más importantes 
y de mayor interés a resolver en la caracterización de la arquitectura molecular del 
nucleolo, y, en el presente trabajo, nosotros lo hemos abordado para el NCP. 
 
La estrategia experimental seguida ha consistido en la utilización de técnicas de 
gran fiabilidad, en muchos casos ampliamente documentadas en diversos sistemas 
biológicos, las cuales, es nuestro caso, han sido aplicadas por primera vez a un material 
tan peculiar como el NCP. Así pues, el proceso seguido ha sido el siguiente: 
 
1.- Localizar el DNA nucleolar total con métodos muy potentes y de alta 
resolución, como la utilización de fluorocromos de última generación al microscopio 
confocal y de métodos de alta especificidad y resolución al microscopio electrónico. 
 
2.-Localizar los NORs activos o potencialmente activos en transcripción mediante 
la tinción histoquímica selectiva denominada AgNOR (tinción con plata del 
organizador nucleolar). 
 
3.- Localizar específicamente secuencias del rDNA por hibridación in situ, puesto 
que es muy importante  conocer la dependencia de la localización in situ, observada de 
la actividad transcripcional tras tratamiento con CHM. 
 
Una vez conocida la localización del DNA nucleolar y del NOR en condiciones 
fisiológicas, se ha estudiado su redistribución inducida por la inhibición de la actividad 




3.1.-EL DNA NUCLEOLAR Y LAS MODIFICACIONES DE SU DISTRIBUCIÓN. 
 
Para localizar el DNA en el NCP a nivel de microscopía óptica hemos realizado una 
tinción con Sytox  y una inmunofluorescencia con anticuerpo anti-DNA. El Sytox es un 
fluorocromo de última generación, específico de DNA y la alta especificidad del anticuerpo 
anti-DNA ha sido demostrada repetidamente (Scheer et al., 1987; Martín et al., 1989). Por su 
parte, la localización del DNA a nivel de microscopía electrónica se ha realizado mediante 
inmuno-oro con el anticuerpo anti-DNA y también utilizando la técnica de la 
desoxinucleotidil transferasa terminal (tdt), conocida por ser altamente específica del DNA 
(Thiry, 1992) 
 
Tras la tinción específica con un fluorocromo para detectar DNA y la observación a 
microscopía confocal, el NOR apareció como un segmento descondensado del cromosoma 
(Fig. 14a). A partir de este  segmento, el nucleolo se organiza como un orgánulo adyacente 
al cromosoma, aunque, obviamente, la tinción fluorescente con Sytox no permitió observar 
el cuerpo del nucleolo, que está compuesto predominantemente por RNPs. La distribución 
del DNA en el nucleolo, observada a microscopía confocal con tinción de fluorescencia, 
apareció con forma arborescente, formando “ramas” que se iban dividiendo, pasando de 
mayor diámetro a menor a medida que la distancia al cromosoma aumentaba, hasta 
desaparecer en el espacio presumiblemente ocupado por la masa nucleolar (Fig. 14a). 
Mediante microscopía electrónica, utilizando el anticuerpo anti-DNA (Fig. 15a) y la técnica 
tdt (Fig. 15c) comprobamos como el DNA se sitúa en el CFD, no solamente en las 
proximidades del cromosoma sino también en localizaciones mas internas al nucleolo. Se 
diferencian diferentes grados de condensación. Además el diámetro la fibra de cromatina 
que aparece marcada varía desde 400 µm del cromosoma hasta 200 µm de la fibra de DNA 
que entra en el nucleolo. 
 
Tras el tratamiento con cicloheximida (CHM), inhibidor de la síntesis de proteínas, y 
la consiguiente inhibición transcripcional se observó una retracción hacia el cromosoma del 
DNA nucleolar acompañado de la drástica reorganización de los componentes que se 
describió en el apartado anterior. Esta fuerte retracción se constató tanto a nivel de 
microscopía óptica, (confocal; Fig. 14b) como electrónica, (Fig. 15b). Al recibir el tratamiento 
con CHM solamente se localizó el DNA en las cercanías del cromosoma y  no se observó  en 
la  periferia del nucleolo. 
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Figura 14. Localización del DNA a microsocopía confocal mediante tinción con Sytox en glándulas 
control (a) y en tratadas con CHM (b). Las barras representan 10 µm. 
 
Figura 15.- Localización del DNA a microscopía 
electrónica mediante inmunomarcado con oro 
con el anticuerpo anti-DNA en glándulas control 
(a) y en tratadas con CHM (b) y mediante  la 








3.2.- LOCALIZACIÓN DEL NOR EN EL CROMOSOMA MEDIANTE DISTINTOS 
PROCEDIMIENTOS 
 
3.2.1- Tinción Ag-NOR. 
 
En el NCP, a nivel de microscopía óptica, la tinción Ag-NOR aparece bajo la 
forma de masas oscuras redondeadas (Fig. 16a) tiñendo parte de la masa nucleolar, 
predominantemente la más próxima al cromosoma. La densidad de la tinción no es la 
misma en toda la extensión de las masas teñidas. A mayor aumento, y utilizando el 
microscopio electrónico podemos identificar las masas teñidas como zonas de CFD (Fig. 
16b). Es interesante constatar que no todo el CFD aparece teñido por plata. 
 
3.2.2.- Localización específica del rDNA. Hibridación in situ 
 
Mediante la técnica de hibridación in situ, y utilizando una sonda de DNA 
ribosómico (rDNA) procedente de Drosophila, hemos localizado el rDNA con una 
especificidad total en el NCP en condiciones normales. En las imágenes obtenidas a 
microscopía confocal, (Figs. 17a, 17c) se puede apreciar en verde el rDNA y en azul los 
cromosomas teñidos con DAPI. Al haberse realizado los experimentos de hibridación 
sobre preparaciones de glándulas sometidas a squash, se muestran dos imágenes del 
experimento en condiciones normales, una en la que se aprecia mejor el rDNA 
intranucleolar, que apareció a ambos lados del cromosoma, en continuidad con éste, 
presumiblemente distribuido por el CFD (Fig. 17a) y otra en la que se observa con gran 
claridad cómo el NOR está formado por cromatina descondensada, constituyendo una 
discontinuidad en la cromatina condensada del cromosoma (Fig. 17c). En ambos tipos 
de imágenes la mayor parte del rDNA se localizó en la zona de transición entre el 
cromosoma y el nucleolo pero también se observó señal en zonas lejanas al cromosoma. 
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Figura 16. Tinción AgNOR de un NCP a microscopía óptica (a) y a microscopía electrónica (b). Las barras 





Al igual que se observó mediante la tinción con Sytox, la hibridación in situ 
también reveló diferentes grados de condensación de la cromatina, desde la fibra 
condensada del cromosoma politénico, que representaría el máximo grado de 
compactación, hasta la fibra de cromatina que penetra en el nucleolo, totalmente 
descondensada (Figs. 17a y 17c). Evidentemente, la diferencia entre un experimento y 
otro es que, la característica que se atribuye a la cromatina con el Sytox se puede 
atribuir específicamente a la cromatina del NOR tras el experimento de hibridación in 
situ. Un aspecto adicional interesante de la estructura de la cromatina del NOR es que 
las fibras intranucleolares no aparecieron rectilíneas, ni tampoco distribuidas al azar, 
homogéneamente por todo el nucleolo, sino que el marcado se observó acumulado en 
ciertas zonas que mostraron altas densidades puntuales (Fig. 17a). Puede decirse, por 
tanto, que la distribución intranucleolar de la cromatina del NOR apareció focalizada. 
Los “focos” no suponen engrosamiento de las fibras de cromatina, sino acumulaciones 
en un punto de fibras descondensadas. A partir de esos puntos o “focos” de 
acumulación emergen fibras individualizadas (Fig. 17a). Esta característica se constató 
cuantitativamente al analizar las gráficas densitométricas de la distribución del 
marcado fluorescente, las cuales mostraron picos, correspondientes a los “focos” de 
acumulación anteriormente mencionados (Figs. 17b y 17d). 
 
En células tratadas con CHM, el rDNA sufrió una retracción, tal como se aprecia 
en la imagen a microscopía confocal (Fig. 17e), que se manifiestó en una fuerte 
condensación de la cromatina del NOR. Esta diferencia de condensación de la 
cromatina entre las muestras control y las tratadas se pudo apreciar con claridad en las 
gráficas densitométricas, en las que la densidad óptica del marcado de las muestras 
tratadas, a lo largo de un segmento virtual que atraviesa el NOR, era mucho más alta y 
más uniforme que la de los controles (comparar fig. 17f -tratada- con figs. 17b y 17d –
controles-). Además, la gráfica densitométrica de las muestras tratadas presentó la 
práctica totalidad del marcado en la región del cromosoma o muy próximo a él. 





De la comparación de los resultados obtenidos con el marcado general del DNA 
y el marcado específico del rDNA se deduce que la mayor parte del DNA intranucleolar 
es, en efecto, rDNA. Sin embargo, no se puede establecer una identidad total entre 
ambos conceptos, lo cual se pone de manifiesto al analizar la colocalización de la señal 
verde de la sonda de hibridación in situ con la señal azul de la tinción simultánea con 
DAPI. Esta colocalización revela que hay una porción del DNA nucleolar que está 
teñida con DAPI en azul y no está teñida con fluoresceína en verde; este hecho se 
aprecia, tanto en las imágenes (Figs. 17a y 17c), como en las gráficas densitométricas 




Figura 17.- Distribución específica del rDNA mediante hibridación in situ fluorescente (FISH; en verde) 
sobre squash, visualizada a microscopía confocal, en células control (a, c) y en células tratadas con CHM 
(e). Los cromosomas politénicos aparecen teñidos en azul con DAPI. De las dos imágenes de las 
condiciones control, a)  es más periférica al cromosoma, y en ella se observa bien el rDNA intranucleolar, 
y c) es más central, apreciándose bien la discontinuidad que provoca el NOR en la cromatina condensada. 
Junto a las imágenes se presentan los correspondientes densitogramas de ambos fluorocromos a lo largo 
de los segmentos que se han trazado en ellas. Comparando los densitogramas de cada imagen se puede 
evaluar la colocalización de los dos marcadores. b), d): células control, f): células tratadas con CHM. Entre 
las dos condiciones fisiológicas se observan diferencias importantes en estructuras y distribución. La 
retracción del rDNA en células tratadas es evidente, comparando, tanto las imágenes como sus 







4.- PROTEÍNAS NUCLEOLARES. INMUNOLOCALIZACIÓN A 
MICROSCOPÍA CONFOCAL Y MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. 
 
El nombre de “proteínas nucleolares” se refiere a proteínas que están localizadas 
en el nucleolo, participan en la biogénesis de los ribosomas (a menudo desempeñando 
papeles clave en la regulación del proceso), pero no forman parte de los ribosomas 
maduros. Las más importantes proteínas de este grupo son la nucleolina y la fibrilarina, 
las cuales se han localizado in situ en el NCP mediante anticuerpos. La 
inmunolocalización de estas proteínas en el NCP tuvo el interés directo de constatar su 
presencia en este tipo de células y de evaluar sus niveles y su distribución nucleolar en 
comparación con los datos existentes provenientes de otro sistemas modelo. Además, 
aún constatando que la detección de la presencia de una proteína no significa 
necesariamente la localización de su actividad, puesto que la proteína puede existir en 
diferentes estados funcionales, es también un hecho que en un nucleolo de alta 
actividad, como es el NCP, la mayor parte de las moléculas de proteínas implicadas en 
la regulación de distintas etapas de la biogénesis de los ribosomas se encuentran 
efectivamente funcionando. Así pues, la inmunolocalización de la nucleolina y la 
fibrilarina en el NCP se pudo interpretar, con razonable fidelidad, como el marcado in 
situ de los procesos funcionales en los que están implicadas. 
 
4.1-  LOCALIZACIÓN DE LA NUCLEOLINA. 
 
4.1.1.- En glándulas salivales de larvas de Chironomus control 
 
En primer lugar, es necesario constatar la alta conservación evolutiva de esta 
proteína y el buen comportamiento en Chironomus del anticuerpo anti-nucleolina 
obtenido frente a la proteína de Xenopus que nos ha servido como marcador de la 
proteína (DiMario y Gall, 1990).  
 
En una proyección máxima, obtenida a microscopía confocal, de los cortes 
ópticos virtuales de un nucleolo de Chironomus, la nucleolina se distribuyó en la mayor 
parte del nucleolo, pero el marcado  era mayor en las zonas de contacto del nucleolo 
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con el cromosoma, (Fig. 18a). En esta región incluso se apreciaron una especie de 
“ramas” en rojo más intenso que nacían del cromosoma e iban perdiendo intensidad a 
medida que se adentraban en el interior del nucleolo. La evaluación densitométrica 
demostró que es en la zona situada cerca del cromosoma donde el marcado es mucho 
mayor, aunque también se observó señal en regiones más alejadas (Fig. 18b).  
 
A nivel ultraestructural, la nucleolina se localizó en el componente fibrilar denso 
(Fig. 19a). No apareció ningún grano de oro en el componente granular, ni tampoco 
existía marcado en el cromosoma politénico. El inmunomarcado se extendió por casi 
todas las zonas de componente fibrilar denso del nucleolo, desde las más cercanas al 
cromosoma hasta las más alejadas.  
4.1.2.- En glándulas salivales de larvas de Chironomus con tratamiento de 
CHM. 
 
En glándulas tratadas con CHM observadas a microscopía confocal, la nucleolina se 
localizó en zonas de componente fibrilar denso, al igual que en glándulas sin tratar. Sin 
embargo, la nucleolina también sufrió un cambio en su distribución tras el tratamiento con 
CHM como consecuencia de la inactivación del nucleolo, al inhibirse la síntesis de proteínas 
e indirectamente la transcripción. La localización de la proteína nucleolar se observó en las 
zonas cercanas al cromosoma, como puede observarse en la imagen microscópica (Fig. 18c). 
Además de la localización nucleolar, el marcado de la nucleolina en células tratadas 
apareció también en unas estructuras localizadas en las regiones descondensadas del 
cromosoma politénico. La naturaleza de estas estructuras se estudiará con más profundidad 
en el apartado 4.4. 
 
La obervación al microscopio electrónico, (Fig. 19b), confirmó la distribución de la 
nucleolina en el CFD. Como resultado del tratamiento con CHM los componentes 
ultraestructurales sufren una reorganización, tal y como hemos visto en apartados 
anteriores. En este nucleolo, estructuralmente reorganizado, los granos de oro aparecen 
distribuidos por todo el CFD, que en esta situación se localiza en las zonas cercanas al 




Figura 18. Localización a microscopía confocal de la 
proteína nucleolar, nucleolina mediante 
inmunomarcado con un anticuerpo anti-nucleolina 
obtenido frente a la proteína homóloga de Xenopus. El 
marcado se reveló con un anticuerpo secundario 
conjugado con el fluorocromo Alexa 546, que produce 
emisión de color rojo. La muestra se contrastó con DAPI 
para obtener la tinción del DNA en azul. a) Localización 
de la nucleolina en condiciones control. b) Gráfica 
densitométrica de la colocalización de la nucleolina 
(arriba) y del DNA (abajo). c) Distribución de la 
nucleolina en un NCP tratado con CHM. Las barras de 







Figura 19. Localización de la nucleolina a microscopía electrónica mediante  inmunomarcado con oro 
con un anticuerpo anti-nucleolina, en glándulas control (a) y en glandulas tratadas con CHM (b). En 
ambos casos la distribución es similar, en el CFD. Sin embargo, la distribución del CFD en el nucleolo 







4.2.- LOCALIZACIÓN DE LA FIBRILARINA 
 
4.2.1.- En glándulas salivales de larvas de Chironomus (control) 
 
La fibrilarina, al igual que la nucleolina, es una proteína altamente conservada a 
lo largo de la evolución y esto queda patente en el buen comportamiento en Chironomus 
del anticuerpo monoclonal obtenido frente a la proteína humana, que nos ha servido 
para marcar la proteína  
 
El marcado de la fibrilarina en un nucleolo politénico de glándulas salivales, 
observado a microscopía confocal en una imagen de proyección máxima, apareció 
distribuido en la mayor parte del nucleolo, aunque con mayor intensidad en la zona de 
contacto del nucleolo con el cromosoma (Fig. 20a). La gráfica densitométrica confirmó 
esta distribución (Fig. 20b). 
 
A nivel ultraestructural, la fibrilarina se localizó en las células de glándulas 
salivales en el CFD del nucleolo. En este caso, el marcado, fue inferior en comparación 
con la nucleolina. En las imágenes se observó una cierta polarización del marcado hacia 
las zonas más cercanas al cromosoma (Fig. 21a). 
4.2.2.- En glándulas salivales de larvas de Chironomus tratadas con CHM 
 
La distribución de la fibrilarina en glándulas tratadas con CHM varía si la 
comparamos con los controles. La señal del anticuerpo quedó restringida a una estrecha 
franja de CFD en contacto directo con el cromosoma, tal y como se pudo observar en las 
imágenes de microscopía confocal correspondientes a proyecciones máximas (Fig. 20c) 
 
En la imagen del microscopio electrónico el marcado apareció también en el CFD, 
el cual mostró las alteraciones que se han descrito en otros apartados. La intensidad de 
marcado se reveló notablemente reducida (Fig. 22b).  
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Figura 20. a) Distribución de la proteína nucleolar 
fibrilarina, en células politénicas de glándulas 
salivales. Los cromosomas politénicos se tiñen con 
tinción DAPI en azul y la señal de la fibrilarina se 
observa mediante una inmunomarcado con 
anticuerpo anti-fibrilarina y revelado con un 
anticuerpo secundario conjugado con alexa 488 en 
verde a microscopía confocal b) La densitometría 
nos indica su distribución en comparación con el 
DNA. c) El cambio de localización que sufre la 
fibrilarina en NCP tratado con CHM y su 
localización en las pequeñas esferas redondas 
(“droplets”). Las barras de aumento representan  





Figura 21.- Localización de la fibrilarina a microscopía electrónica mediante un  inmunomarcado con oro 
con anti-fibrilarina en glándulas control (a) y en glándulas tratadas con CHM (b). En ambos casos la 
distribución de la fibrilarina es por todo el CFD, si bien la estructura y organización de este componente 
es muy distinta en condiciones control y en glándulas tratadas. En ningún caso aparece marcado en el 









4.2.3.- En  células embrionarias de Chironomus 
La fibrilarina también se detectó en los nucleolos de las células embrionarias de 
Chironomus (Figs. 22a y 22b). En el interior del núcleo, teñido en azul por el DAPI, 
apareció un punto brillante, correspondiente a una señal intensa y clara que nos indica 
que ya en tempranas etapas del desarrollo de la larva la fibrilarina está presente en el 
primer  esbozo de nucleolo. 
 
4.2.4.- En cuerpos grasos de Chironomus 
 
En los nucleolos no politenizados de los cuerpos grasos también apareció señal 
de la fibrilarina (Fig. 22c y 22d), también bajo la forma de un punto brillante en el 
interior del núcleo. El nucleolo de estos cuerpos grasos es mucho más pequeño que el 
nucleolo de células politenizadas, y metabólicamente es menos activo.  
 
4.3.-COLOCALIZACIÓN DE  LA FIBRILARINA Y  LA NUCLEOLINA 
 
Como se comentó al principio de este apartado, la inmunolocalización de 
proteínas nucleolares en un nucleolo activo proporciona una aproximación 
razonablemente fiable a la identificación del dominio estructural del nucleolo donde 
tienen lugar los procesos funcionales que lleva a cabo la proteína. Así pues, una vez 
realizada la inmunolocalización de la nucleolina y la fibrilarina por separado, se evaluó 
la colocalización de las dos proteínas a microscopía confocal con objeto de determinar 
en que  medida se podían asignar dominios específicos a cada una de ellas. La 
fibrilarina y la nucleolina compartieron la mayor parte del CFD (Fig. 23a), lo cual es 
lógico porque ambas proteínas comparten su intervención en las primeras etapas del 
procesamiento del pre-rRNA (escisión del ETS 5´). El área exclusiva de la nucleolina 
resultó ser mayor que el área exclusiva de la fibrilarina, probablemente porque la 




Figura 22. Distribución de la fibrilarina en aplastados de embriones y cuerpos grasos a microscopía 
confocal. a) Núcleos de embriones teñidos con DAPI en azul. (b) Inmunomarcado con anti-fibrilarina 
conjugado con alexa 546 (rojo). La señal de fibrilarina se detecta en el nucleolo de las células 
embrionarias. c) Núcleos de los cuerpos grasos con tinción DAPI en azul. (d) Inmunofluorescencia con 






Figura 23. a) Inunomarcado doble con anti- fibrilarina en verde y anti-nucleolina en rojo en células 
control; en azul con una tinción DAPI se observan los cromosomas politénicos. La gráfica densitométrica 
(b) refleja la distribución de ambas proteínas. A un mayor aumento (c) podemos diferenciar dominios 
funcionales específicos de la fibrilarina y nucleolina. En otras zonas colocalizan ambas proteínas, tal como 





4.4.-LOS DROPLETS DE RNPS Y SU POSIBLE ORIGEN NUCLEOLAR 
Al recibir las larvas un tratamiento con CHM aparecieron unas estructuras 
esféricas en regiones descondensadas de los cromosomas, que habían sido descritas 
previamente por Stockert y Díez (1979) y denominadas droplets, las cuales no se 
observaron en condiciones control. Tampoco aparecieron en el nucleolo, sino 
únicamente en los cromosomas politénicos e incluso se pudo identificar alguno en el 
nucleoplasma. Se trata de pequeñas masas redondeadas de diámetro variable, cuyo 
número depende de la concentración de CHM y del tiempo del tratamiento, de forma 
que a mayor concentración de droga y mayor tiempo de exposición a la misma, mayor 
número de droplets (Stockert y Díez, 1979). La localización de los droplets fue en 
determinadas bandas de los cromosomas politénicos, y siempre en regiones de 
cromatina descondensada. Son sensibles a la digestión con RNasas lo que indica la 
presencia de RNA, justificando su denominación como RNPs (Stockert y Díez, 1979). Al 
realizar un inmunomarcado con dos anticuerpos contra proteínas nucleolares, como la 
nucleolina y fibrilarina, aparecieron marcadas estas estructuras de manera homogénea 
(Figs. 18c, 20c, 24a, 24b). Esta marca en los droplets se observó tanto a microscopía óptica 
(confocal) como a microscopía electrónica. Las dos proteínas ensayadas, nucleolina y 
fibrilarina, se observaron colocalizando en estas estructuras (Fig. 24b). Esto se 
demuestra en la gráfica densitométrica, en la cual se pudo observar que la señal de 
ambas proteínas no colocalizaba con total exactitud, pero era de una gran similitud (Fig. 
24c). Además, la señal de la nucleolina fue mucho más intensa lo cual se detectó a 
microscopía confocal, en la gráfica densitométrica anteriormente mencionada, y a 
microscopía electrónica, donde el número de partículas que se observaron tras el 
marcado con la nucleolina (Fig. 25b) fue mayor que el marcado que se observó con la 
fibrilarina (Fig. 25c).  
 
Los droplets, como hemos dicho antes se localizan en las zonas de cromatina 
descondensada pero no contienen DNA. Si realizamos un examen mas fino mediante 
un inmunomarcado con un anti-DNA, estas estructuras no aparecen marcadas mientras 




Figura 24. a) Colocalización de las proteínas 
nucleolares, fibrilarina en verde y la  
nucleolina en rojo en células tratadas con 
CHM. Se observa, también, la localización de 
la fibrilarina y la nucleolina en los “droplets”. b) 
Detalle aumentado de (a). c) Gráfica 
densitométrica de la distribución del marcado 
de la nucleolina y fibrilarina en los “droplets”. 






Figura 25. Imagen ultraestructural, a alto aumento, de la distribución de los droplets en células tratadas 
con CHM, a microscopía electrónica. a) Localización del DNA mediante inmuno oro con anti-DNA. No se 
observa marca en los droplets, sino únicamente en el cromosoma politénico. b) Localización de la 
nucleolina con anti-nucleolina con inmuno oro. c) Distribución de la fibrilarina con anti-fibrilarina con 
inmuno oro. El marcado para ambas proteínas nucleolares aparece específicamente en los droplets, con 






5.-ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL. TOPOLOGÍA DE LA 
TRANSCRIPCIÓN EN EL NCP 
 
Localizar el lugar donde se produce la transcripción de los genes ribosómicos en 
el nucleolo mediante un marcado directo del proceso funcional constituye una 
aportación decisiva al conocimiento de la organización funcional del nucleolo, el cual 
es, en definitiva, el objetivo fundamental del presente trabajo.  
 
En nuestro caso, hemos utilizado la transcripción in vitro sobre núcleos aislados 
de Chironomus a los que se suministró el precursor marcado BrUTP para localizar la 
transcripción nucleolar a nivel de microscopía confocal. Este tipo de ensayo se conoce 
con el nombre de run-on y ha sido frecuentemente utilizado en Biología Molecular 
desde hace décadas. Sólo en un tiempo relativamente reciente se adaptó la técnica para 
su visualización in situ (Hozák et al., 1994; Melcák et al., 1996; De Cárcer y Medina, 
1999). 
 
5.1.-LOCALIZACIÓN DE LA RNA POL I. 
 
Con carácter previo se realizó un primer acercamiento indirecto a la localización 
de la transcripción mediante la localización inmunocitoquímica de la RNA pol I, cuya 
función es la transcripción específica del rDNA. Para ello realizamos un inmuno-oro 
con anticuerpos anti-RNA pol I. A microscopía electrónica se observó que los granos de 
oro de 10 nm  se localizaron en la zona de contacto entre el cromosoma y el nucleolo 
(Fig. 26). El marcado resultó extraordinariamente selectivo para esta zona, apreciándose 
un grupo de granos de oro,  en la parte de fuera del nucleolo, sobre el cromosoma, y en 
la parte de dentro, sobre la zona mas periférica del CFD. 
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5.2.- TRANSCRIPCIÓN IN VITRO (RUN ON).  
 
En las muestras sometidas a incorporación de BrUTP, revelada con un anticuerpo 
conjugado con el fluorocromo Alexa 488, que produce una emisión en verde y 
analizadas al microscopio confocal, se observó que la distribución del rDNA fue de 
manera radial desde la zona de contacto con el cromosoma hasta la periferia del 
nucleolo, de modo que iba disminuyendo la intensidad del marcado según este vector. 
El marcado se concentró alrededor del cromosoma, y en la transición entre el 
cromosoma y el nucleolo. También se pudo apreciar que la transcripción se encontraba 
organizada en “focos” discretos e interconectados, con una distribución irregular. Esta 




Figura 26. Inmunomarcado realizado con oro con anti-RNA polimerasa I. Se observa su distribución a 
microscopía electrónica en las zonas de transición entre el cromosoma y el nucleolo. La barra de 




Figura 27. a) Proyección máxima obtenida a microscopía confocal del experimento de transcripción in 
vitro o run on, realizado in situ sobre núcleos de células politénicas de Chironomus. En azul con tinción 
DAPI se observan los cromosomas politénicos y en verde el rRNA recién sintetizado. b) La misma imagen 
que en a) pero se observa en contraste de fase el nucleolo y en verde el lugar donde se produce la 
transcripción, la cual se distribuye por la mayor parte del nucleolo, pero es más intensa en la zona de 
transición entre el cromosoma y el nucleolo. c),d), e), f) son cuatro planos consecutivos de la proyección 
máxima mostrada en (a), en los cuales se observa con mayor detalle la distribución focal de la 






6- NUCLEOLO PLURIFUNCIONAL. 
6.1.-LOCALIZACIÓN NUCLEOLAR DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA, UNA 
PROTEÍNA NO RELACIONADA CON LA BIOGÉNESIS DE RIBOSOMAS. 
COLOCALIZACIÓN CON PROTEÍNAS NUCLEOLARES ESPECÍFICAS EN 
DIFERENTES TEJIDOS 
 
En el curso de nuestro trabajo, realizamos un experimento inmunocitoquímico al 
microscopio confocal, utilizando un anticuerpo contra la transcriptasa reversa (reverse 
transcriptase; rt). El resultado, espectacular y sorprendente, fue la localización nucleolar 
de la enzima (Fig. 28). En concreto, la proteína se localizó  en la zona de transición entre 
el cromosoma y el nucleolo. El patrón de marcado tenía forma de anillo, alrededor del 
cromosoma. Simultáneamente se realizó la colocalización de una proteína 
inequívocamente nucleolar y bien conocida, como la fibrilarina, resultando en un área 
de colocalización que recordaba a la zona donde se localizaba la transcripción nucleolar 
(Fig. 28c).  
 
La localización nucleolar de esta proteína también se observó en otros tejidos no 
politenizados, como en los cuerpos grasos y en las células embrionarias. La marca de rt 
se detectó en el nucleolo de los cuerpos grasos (Fig. 29a), donde se observó una señal 
intensa, homogénea y esférica. El uso de un doble marcado con anti-fibrilarina en rojo y 
anti-rt  en verde situó ambas señales en el nucleolo, pero la marca de rt ocupó un área 
notablemente más reducida que la marca de la fibrilarina. De hecho, la colocalización de 
ambas proteínas resultó ser muy escasa, de modo que, en estos nucleolos, se 
distinguieron muy bien la señal roja de la fibrilarina y la señal verde de la rt, ocupando 
zonas adyacentes y muy poco yuxtapuestas (Fig. 29c y 29d). 
 
En las células embrionarias al igual que en los cuerpos grasos la marca esférica 
de la rt se apreció en el nucleolo y fue destacable una mayor colocalización con la señal 
de la fibrilarina, de modo que una y otra casi no se distinguen (Fig. 30c y 30d). Podría 
deberse al estado de desarrollo del nucleolo en el embrión. 
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Figura 28. (a): Distribución de la rt  en verde en el NCP. b) Distribución de la fibrilarina en rojo en el 
NCP (c). Colocalización de la rt y la fibrilarina en el NCP a microscopía confocal. Las áreas de 
colocalización se identifican con el color blanco Los cromosomas se observan teñidos en azul con tinción 
DAPI. (d) En la gráfica se puede apreciar esta distribución de ambas proteínas y del DNA a lo largo del 







Figura 29. Inmunomarcado a microscopía confocal con anti-rt en verde (a) y con anti-fibrilarina en rojo (b) 
en los cuerpos grasos. (c) Colocalización de rt y fibrilarina, en los núcleos de los cuerpos grasos, con el DNA 
teñido en azul por el DAPI. (d) Un detalle de ésta ultima imagen. Se observa como tanto la rt como la 
fibrilarina se localizan en el nucleolo, pero no colocalizan totalmente Las barras de aumento representan 





Figura 30.  Inmunomarcado a microscopía confocal con anti-rt en verde (a) y con anti-fibrilarina  en rojo 
(b) en aplastados de embriones. (c) Colocalización de rt y fibrilarina, en los núcleos de las células 
embrionarias, con el DNA teñido en azul por el DAPI. (d) Un detalle de ésta ultima imagen. Se observa 
que tanto la rt como la fibrilarina se localizan en el nucleolo, pero no colocalizan totalmente, aunque algo 







ORGANIZACIÓN ULTRAESTRUCTURAL DEL NCP.
Las investigaciones realizadas en las pasadas tres décadas relativas a la 
Organización Funcional del Nucleolo, con el objetivo de localizar los diferentes 
pasos de la biogénesis de los ribosomas en los subcomponentes nucleolares en 
diferentes modelos celulares, se ha centrado en responder a dos preguntas 
interconectadas: 
a) ¿Dónde están localizados los genes ribosómicos durante la interfase? 
b) ¿Dónde se localiza la transcripción en el nucleolo? 
 
El nucleolo, como en ningún otro caso en el núcleo celular, es un 
marcador morfológico prominente de la expresión de un conjunto de genes en 
particular (los genes ribosómicos). Sin embargo, las distintas macromoléculas 
que intervienen en la biogénesis de ribosomas están altamente compactadas y 
empaquetadas, lo cual hace que la discriminación in situ de cada paso funcional 
sea muy difícil. Este es el motivo principal que nos llevó a utilizar como material 
glándulas salivales de Chironomus pallidivitatus, porque en las células politénicas 
el nucleolo, que presenta una elevada actividad, tiene un tamaño muy superior 
al de una célula no politénica, lo que permite con mayor facilidad la 
discriminación de los diferentes pasos de la biogénesis de ribosomas en el 
compartimento subnucleolar  en el que tiene lugar cada uno de ellos. 
 
En concreto, en este trabajo hemos estudiado en primer lugar la 
ultraestructura del nucleolo de células politénicas (NCP) de glándulas salivales en 
Chironomus pallidivitatus a microscopía electrónica en estado normal de actividad 
nucleolar, comparándola con la que presentan en condiciones de inactivación a 
consecuencia del tratamiento con cicloheximida (CHM), un inhibidor de la síntesis 
de proteínas que interfiere con la síntesis y procesamiento del rRNA (Fakan, 1971). 
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Nuestros resultados indican que el NCP es un nucleolo gigante, con un 
tamaño que oscila entre 10-15 ;m de diámetro, es decir, unas 10 veces mayor que 
el nucleolo de una célula no politénica. Desde el punto de vista ultraestructural 
está formado únicamente por el componente granular (CG) y el componente 
fibrilar denso (CFD). En cortes ultrafinos, el CFD se presenta en forma de masas 
redondeadas, aparentemente aisladas, de tamaño muy variable, rodeadas por CG. 
La proporción de este componente parece también variable. El rasgo estructural 
del NCP, más destacado y sorprendente es que no se observan en estas células 
politénicas, aparentemente, centros fibrilares (CFs), ni en condiciones normales, ni 
en tratadas con CHM. Existe un número relativamente elevado de especies, tanto 
en animales como en plantas, en las que se ha referido la ausencia de CFs, como 
Daucus carota (Jordan et al., 1980), Xenopus laevis (Scheer et al., 1982), Drosophila 
melanogaster (Knibiehler et al., 1984), Barbus barbus  (Thiry et al., 1992), Pleurodeles 
(varias especies; Scheer et al., 1982; Thiry et al., 1992). Sin embargo, en nuestras 
observaciones constatamos que las células nerviosas no politénicas de Chironomus 
sí presentan CFs, en concreto uno y grande. Pueden concebirse dos explicaciones 
(no mutuamente excluyentes) para dar cuenta de la ausencia de CFs en el NCP. 
Por una parte, está ampliamente demostrado en distintos modelos biológicos y 
tipos celulares que existe una correlación entre el número y el tamaño de los CFs y 
la actividad nucleolar, de modo que, cuanto más activo es el nucleolo, el número 
de CFs aumenta y su tamaño disminuye (Risueño et al., 1982; Medina et al., 1983; 
Jordan y McGovern, 1981; Ochs y Smetana, 1989). Sería concebible que en una 
situación de actividad nucleolar extraordinariamente elevada, como es el caso del 
NCP, el tamaño de los CFs se hiciese tan pequeño que resultaran inapreciables a la 
observación microscópica. Una observación de este tipo fue sugerida previamente 
por Jordan  et al. (1980) quienes describen tres configuraciones diferentes o estados 
de condensación del organizador nucleolar dependiendo del grado de actividad 
del nucleolo. Una de estas configuraciones sería el estado de máxima actividad, 
que tendría toda su cromatina descondensada y no presentaría CFs visibles. De 
todas formas, en contra de esta hipótesis está el hecho de que, aunque la actividad 
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del NCP es ciertamente elevada, esta actividad no moviliza la totalidad de los 
genes ribosómicos para la transcripción. Experimentos de entrecruzamiento con 
psoraleno han demostrado que un 60% de la cromatina del organizador nucleolar 
de Chironomus está permanentemente condensada (tiene estructura nucleosómica) 
y por tanto, no es capaz de ser transcrita (Sanz, 2002). 
 
Una segunda explicación partiría del hecho de que la estructura de los CFs, 
tal como se observa al microscopio electrónico, se debe esencialmente a proteínas 
estructurales, encargadas de organizar  el DNA (Hozák et al., 1994; Medina et al., 
2000; Volkov et al., 2004). Esto se traduce en excepciones a la regla anteriormente 
mencionada del tamaño y número de los CFs en relación a la actividad nucleolar, 
en las que pueden observarse CFs de gran tamaño en nucleolos muy activos, tales 
como los de las células tumorales de Ehrlich (Goessens, 1976b) o las células del 
sistema nervioso simpático (Pebusque y Seïte, 1980). La existencia de estos CFs 
hipertróficos es debida a la disponibilidad de proteína estructural organizadora 
del rDNA en cantidad suficiente como para producir este tipo de morfología. Es 
interesante contrastar que estos grandes CFs no son característicos de especie sino 
de tipo celular. Según esta interpretación, la ausencia de CFs en el NCP 
respondería al mismo tipo de motivaciones, pero en sentido contrario, es decir, el 
NCP no poseería cantidad suficiente de proteína estructural como para organizar 
unos CFs visualizables al microscopio. Sin embargo, esta proteína existiría en el 
NCP en cantidades suficientes, al menos, como para garantizar la organización 
focal del DNA en el nucleolo, como han demostrado nuestros resultados y se 
tendrá ocasión de discutir en apartados sucesivos. 
 
Existe una tercera interpretación, propuesta por Knibiehler et al. (1984), al 
discutir un resultado similar en el nucleolo de células de Drosophila en cultivo in 
vitro, según la cual los CFs no tienen relación con la organización del DNA. Esta 
interpretación choca con multitud de resultados, en diferentes modelos celulares, 




Otro aspecto importante de la ultraestructura del NCP es la interpretación 
del CFD y la definición de los dominios nucleolares del procesamiento del pre-
rRNA. Aunque hay un consenso general que al menos algunas de estas etapas 
funcionales ocurren en el CG, estudios immunocitoquímicos e hibridaciones in situ 
han extendido esta localización, a partir de la demostración de que el 
procesamiento de los transcritos realmente comienza en el CFD, antes de la 
terminación de la transcripción (Scheer y Benavente, 1990; Puvion-Dutilleul et al.,
1991; Mougey et al., 1993;  Shaw et al., 1995). Esto nos llevó a la conclusión de que 
en el CFD suceden varios pasos en la biogénesis de ribosomas, desde la 
transcripción a una parte sustancial del procesamiento del pre-rRNA, en los que 
están implicados diversos  elementos moleculares. Esto significa que el CFD es un 
componente heterogéneo, desde un punto de vista funcional y molecular. De 
hecho, hemos mostrado en nuestro material cómo la localización de la fibrilarina y 
la nucleolina, a microscopía confocal y microscopía electrónica, nos permite la 
definición de una zona proximal y otra distal en el CFD, con respecto al NOR y al 
cromosoma. De esta manera se pueden establecer subregiones nucleolares con 
significado funcional. El carácter vectorial de la biogénesis de los ribosomas 
postulado por Scheer y Benavente (1990) apareció con gran evidencia tras los 
resultados obtenidos en plantas que incluían la inmunolocalización de estas 
proteínas (Martín et al., 1992; Cerdido y Medina, 1995). Más recientemente se 
demostró que, los diferentes intermediarios del procesamiento detectados por 
hibridación in situ, ocupaban diferentes zonas del CFD (Lazdins et al., 1997). 
Nuestros resultados obtenidos en el NCP concuerdan totalmente con estas 
interpretaciones. 
 
El tratamiento con CHM produce una drástica reorganización de los 
componentes ultraestructurales del nucleolo, de manera que el CFD se localiza en 
las zonas cercanas al cromosoma y el CG en la periferia. Esta reorganización 
estructural se ha denominado “segregación nucleolar” y se ha descrito en 
numerosos modelos celulares de animales y plantas (Hadjiolov, 1985; Risueño y 
Medina, 1986). La segregación del NCP en glándulas tratadas se debe a la 
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inhibición de la síntesis de proteínas, que es el efecto directo de la CHM y que 
produce indirectamente la inhibición de la transcripción del rDNA y por lo tanto 
la inactivación del nucleolo. Experimentos previos usando marcadores de la 
transcripción han mostrado que la CHM causa un considerable descenso en la 
incorporación de uridina tritiada (Fakan, 1971; Olmedilla et al., 1987). Este efecto 
fue apoyado por evidencias bioquímicas que demostraron que la CHM produce 
inhibición en la síntesis y procesamiento del RNA ribosómico (Yu y Feilgelson, 
1972; Foury y Goffeau, 1973; Gross y Pogo, 1976a y b; Stoyanova y Hadjiolov, 
1979). En concreto, el mecanismo de acción consiste en que la inhibición de la 
traducción con CHM produce un rápido cese de los factores de la transcripción de 
corta vida media que son requeridos para la iniciación  de la síntesis del pre-rRNA 
por la RNA pol I (Gokal et al., 1986). 
En general, se ha demostrado que la inhibición de la transcripción del 
rDNA por diversos agentes que actúan a diferentes niveles del proceso induce una 
redistribución de componentes del nucleolo que no sólo afecta a la maquinaria de 
transcripción, sino a otros implicados en el procesamiento. Por ejemplo, el 
tratamiento con iones de mercurio bloquea específicamente la síntesis del rRNA 
ribosómico y provoca una redistribución de la fibrilarina, del nucleolo al 
nucleoplasma (Chen y Von Mikecz, 2000). Efectos similares de redistribución de 
proteínas nucleolares, y en concreto de la fibrilarina, producidos como 
consecuencia de la inhibición de la transcripción, se han descrito en mutantes de 
Saccharomyces cerevisiae defectivos en RNA polimerasa I (Oakes et al., 1993) y 
también después de la microinyección de anticuerpos anti-RNA polimerasa I en el 
núcleo de cultivos celulares de ratas canguro. La microinyección de anticuerpos 
produce una pérdida progresiva de material del CFD del nucleolo, de modo que 
después de 4 horas de la inyección, el nucleolo queda formado únicamente por 
CFs y CG. Simultáneamente, numerosos agregados extranucleolares aparecen en 
el nucleoplasma, los cuales morfológicamente se asemejan al CFD y contienen 
fibrilarina, un marcador del CFD (Benavente et al., 1988; Scheer y Benavente, 1990). 
También se ha encontrado redistribución de fibrilarina del nucleolo al 
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nucleoplasma tras el tratamiento con agentes citotóxicos, denominados así porque 
causan daño en el DNA y bloquean la transcripción, por lo que a menudo son 
usados como drogas anti-tumorales. Entre ellos pueden mencionarse actinomicina 
D, DRB, etoposida, mitomicina C, y cisplatina (Chen y Von Mikecz, 2000).  
 
Realmente, a pesar de las grandes diferencias en cuanto a los modelos 
biológicos y en cuanto a los mecanismos de inhibición de la transcripción, los 
resultados de todos estos trabajos son muy similares a los nuestros, con la 
diferencia de que, en nuestro caso, el CFD no desaparece, pero nosotros también 
observamos la aparición de unas estructuras en el nucleoplasma y en los 
cromosomas que morfológicamente se asemejan al CFD y no contienen DNA, pero 
contienen fibrilarina y nucleolina según hemos observado mediante 
inmunocitoquímicas a microscopía confocal y microscopía electrónica. En todo 
caso, la conclusión que puede obtenerse de todos estos trabajos es que la 
localización nucleolar de proteínas y la  integración del CFD en el nucleolo son 
dependientes de la transcripción de los genes del rRNA.  
¿DÓNDE SE LOCALIZAN LOS GENES RIBOSÓMICOS EN 
INTERFASE? 
 
La contestación a esta pregunta es fundamental para conocer la relación 
estructura-función nucleolar. Se trata de definir cuál es la distribución del DNA, 
en particular del rDNA, en el nucleolo y su relación con una o más de las  regiones 
estructurales subnucleolares (Biggiogera et al., 2001). Durante mucho tiempo la 
disyuntiva sobre si el rDNA estaba localizado en el CFD o en los CFs provocó una 
fuerte polémica (Wachtler et al., 1989; Thiry y Thiry –Blaise, 1991; Puvion-Dutilleul 
et al., 1991; Hozak et al., 1995; Lazdins et al., 1997). Un trabajo de nuestro grupo, en 
los primeros tiempos de la discusión, realizado sobre células meristemáticas de 
cebolla, proponía los CFs y la zona del CFD más próxima a ellos como sitio de 
localización del DNA nucleolar (Martín et al., 1989). En la actualidad parece 
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haberse alcanzado un cierto consenso en que este concepto es cierto, al menos en 
gran parte de los modelos celulares (Volkov et al., 2004; Hernandez-Verdun, 2004), 
aunque aún siguen planteándose dudas (Biggiogera et al., 2001). En este sentido, el 
trabajo presentado aquí, utilizando un sistema celular modelo de gran tamaño, 
pero sin CFs, puede contribuir a aclarar conceptos, alcanzando el significado 
preciso de las estructuras y de las arquitecturas moleculares. 
El uso de un anticuerpo monoclonal anti-DNA, tanto a nivel óptico como 
electrónico, la técnica TdT y otras técnicas inmunohistoquímicas para localizar el 
DNA intranucleolar revelaron que, en el NCP, el componente fibrilar denso (CFD) 
es el componente estructural del nucleolo en el que se localiza el DNA, en el que 
aparece con una forma extendida y descondensada. La organización de DNA 
parece muy dinámica, ya que, tras el tratamiento con CHM, el DNA apareció 
condensado y retraído. El uso de una sonda de rDNA en un experimento de 
hibridación in situ nos permitió localizar los genes ribosómicos en el contexto del 
DNA nucleolar total. Dicha señal se localiza en el CFD, pero no en su totalidad. La 
mayor parte del rDNA se detecta en la zona de transición entre el cromosoma y el 
nucleolo, pero también se observa señal en las zonas lejanas. La distribución del 
rDNA se observó focalizada, formando pequeños acúmulos que en otros modelos 
celulares se han identificado con los CFs. Así pues, el rDNA en el NCP aparece en 
el CFD porque no hay CFs, pero se organiza como si los hubiera, al igual que en 
otros sistemas celulares. 
 
El diámetro de las fibras del rDNA varía en nuestros experimentos; en la 
zona próxima al cromosoma es más gruesa y en la zona más alejada, a medida que 
se interna en el cuerpo nucleolar, es mucho más fina. Estas variaciones son 
debidas a distintos niveles de compactación del DNA, hasta llegar a la 
descondensación total de la cromatina que contiene el DNA que esta preparado 
para ser transcrito. Así pues, el sistema modelo del NCP permite visualizar 
progresivamente diversos estados de condensación de la cromatina del NOR en 
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toda una amplia gama, una característica que no habría sido observada, al menos 
con esta claridad y definición, en otros sistemas celulares. 
 
¿DÓNDE SE LOCALIZA LA TRANSCRIPCIÓN? 
 
Para la observación directa  de la actividad transcripcional, la única técnica 
disponible durante muchos años fue la autorradiografía tras la incorporación de 
un precursor marcado radiactivamente, la uridina tritiada. Esta técnica, realizada 
al nivel de la microscopía óptica o electrónica produjo avances sustanciales en el 
conocimiento del nucleolo y del núcleo en general, pero no pudo obviar el 
inconveniente de que el precursor marcado seguía procesándose durante un cierto 
tiempo en el periodo de fijación de las muestras, con lo cual la localización del 
marcado planteaba serias dudas respecto a la exactitud de su correspondencia con 
los sitios de transcripción (Fakan y Puvion, 1980; Medina et al., 2000). Este hecho, 
unido a los riesgos del manejo del material radiactivo y a sus limitaciones en 
cuanto a su resolución ultraestructural condujo a su abandono efectivo. En 
tiempos más recientes se ha desarrollado con gran éxito, y nosotros la hemos 
utilizado en este trabajo, la técnica de run-on in situ o transcripción in vitro in situ 
sobre núcleos aislados, basada en la incorporación al pre-rRNA del análogo de la 
uridina BrUTP, que es detectado por anticuerpos anti-BrdUTP conjugados con un 
marcador susceptible de ser visualizado al microscopio óptico o electrónico 
(Hozak et al., 1994, De Cárcer y Medina, 1999). Esta técnica soluciona todos los 
inconvenientes de la autorradiografía. En primer lugar, el RNA que contiene Br-U 
en lugar de U es incapaz de procesarse, con lo cual el marcado se mantiene en el 
lugar de la incorporación del precursor, es decir, en el sitio de la transcripción. 
Además, la resolución de la técnica es la del marcador conjugado al anticuerpo 
secundario, es decir, la más precisa posible con las tecnologías de marcado 
fluorescente o ultraestructural disponibles hoy en día y su realización es inocua 




La realización de esta técnica en el NCP nos ha permitido abordar el 
problema de la localización in situ de la transcripción, para cuya dilucidación se 
han propuesto varias hipótesis en nucleolos con CFs. Realmente, esta discusión ha 
sido paralela y está estrechamente ligada a la discriminación del sitio de 
localización del rDNA, ya que es evidente que para que suceda la transcripción es 
imprescindible que exista DNA. Muchos estudios se han centrado en la 
identificación de los sitios de transcripción del rDNA (Martin et al., 1989; Martín y 
Medina; 1991, Shaw y Jordan, 1995; Thiry y Goessens, 1996; Scheer y Hock, 1999; 
De Cárcer y Medina, 1999; Koberna et al., 2002). En el trabajo anteriormente 
mencionado de nuestro grupo sobre la localización del DNA nucleolar en plantas 
(Martín et al., 1989), se proponía el área de transición entre los CFs y el CFD como 
el sitio de la transcripción, lo cual fue confirmado en el mismo sistema biológico 
mediante run-on in situ (De Cárcer y Medina, 1999) y asumido en revisiones de 
autores prestigiosos (Scheer y Hook, 1999; Huang, 2002; Hernandez-Verdun, 
2004). Sin embargo, sigue habiendo controversia (Thiry et al., 2000; Cheutin et al.,
2002; Koberna et al., 2002).  
 
Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que en el NCP de 
Chironomus tanto la distribución del rDNA como la transcripción tienen lugar en el 
CFD. La no existencia de CFs en el NCP soslaya en nuestro sistema biológico el 
debate sobre si la transcripción ocurre en los CFs, en el CFD o en ambas 
estructuras (Hozak et al., 1994; Shaw y Jordan, 1995; De Cárcer y Medina, 1999). 
Sin embargo, permite superar en cierto modo la polémica, puesto que este 
resultado permite concluir que los CFs y el CFD son dos componentes 
estructurales que forman parte de una única unidad funcional. Nuestros 
resultados evidencian que la transcripción se organiza en focos, 
independientemente de la existencia o no de una entidad estructural (los CFs) que 
exprese morfológicamente esta organización focal del DNA nucleolar para 
transcribir. Funcionalmente, es importante constatar que el rDNA se agrupa en 
determinados territorios del nucleolo en los que ocurre la reorganización de la 
cromatina, para pasar del estado condensado, incompatible con la transcripción, al 
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estado descondensado, que permite el ensamblaje del complejo de transcripción y, 
a continuación, la iniciación del proceso de síntesis del pre-rRNA. 
Estructuralmente, esto ocurre en el NCP en el CFD, mientras que en otros sistemas 
biológicos el soporte estructural de estos procesos es el CF y el área de transición 
entre el CF y el CFD (Hozak et al., 1994; Shaw y Jordan, 1995; De Cárcer y Medina, 
1999). 
Por otra parte existe una actividad no transcripcional en el CFD, es decir 
hay zonas del CFD en el que no se produce transcripción. En nucleolos con CFs, 
dos tercios del CFD no tienen actividad transcripcional (Wei et al., 2002). Datos de 
estudios realizado en plantas indican que las zonas del CFD más alejadas de los 
CFs están implicadas en el procesamiento de los productos de la transcripción de 
los genes ribosómicos (Shaw et al., 1995; De Cárcer y Medina, 1999) 
 
Como se indicó anteriormente sería lógico pensar que la señal de 
transcripción tendría que colocalizar con la del rDNA. Sin embargo hay un 
pequeña parte de rDNA que no colocaliza con la señal de transcripción, que 
correspondería a secuencias de rDNA silenciadas transcripcionalmente, además 
del rDNA que se encuentra en replicación (Koberna et al., 2002). Esta descrito  en 
Chironomus (Sanz, 2002) y en mamíferos (Conconi et al., 1989) que la proporción 
de genes ribosómicos con estructura nucleosomal abierta, (que pueden ser 
transcripcionalmente  activos), frente a cerrada es del 60%. 
 
Una forma indirecta de localización in situ  de los genes ribosómicos activos 
es la tinción con plata del organizador nucleolar (AgNOR) (Goodpasture y Bloom, 
1975; Hubbell et al., 1979; Medina et al., 1983; Risueño y Medina, 1986). Es 
importante precisar que, en este contexto, el término “genes ribosómicos activos” 
engloba, tanto a los que están efectivamente en transcripción como a los que son 
potencialmente transcribibles; el caso más paradigmático de estos últimos son los 
genes ribosómicos presentes en el NOR de los cromosomas mitóticos, 
evidentemente no activos en transcripción, pero también evidentemente diana de 
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la tinción AgNOR porque están dispuestos para transcribir inmediatamente 
después del final de la mitosis (Medina et al., 1995) 
 
Está ampliamente demostrado que la tinción AgNOR no se debe a la unión 
de la plata al rDNA, sino a una serie de proteínas, de las que la mayoritaria es la 
nucleolina (Lischwe et al., 1979; Sirri et al., 2000; Gonzalez-Camacho y Medina, 
2004). Ha habido una amplia polémica, paralela a la discusión sobre el sitio de la 
transcripción nucleolar, sobre la identidad o discrepancia entre el resultado de la 
tinción AgNOR y la localización in situ del rDNA por una parte y de la nucleolina 
por otra (Fakan et al., 1986; Biggiogera et al., 1990; Ginisty et al., 1999). Ciertamente, 
por razones que no han sido bien explicadas, los resultados de estas tres 
localizaciones no son coincidentes. En nuestro modelo biológico del NCP, sin 
embargo, la ausencia de CFs permite una vez más soslayar y superar esta 
polémica, puesto que obtenemos una razonable identidad entre la tinción del 
AgNOR y la localización in situ del DNA nucleolar, incluyendo el rDNA.  
 
La tabla 6 resume los principales procesos funcionales que ocurren en el 
nucleolo desde la preparación de la  síntesis del pre-rRNA  hasta las últimas 
etapas  del procesamiento y maduración del rRNA, tanto en nucleolos con CFs 
como en nucleolos sin CFs. Estos acontecimientos están correlacionados con 
estructuras nucleolares concretas según los resultados obtenidos en el presente 
trabajo y también por otros autores. Por razones de claridad expositiva, el proceso 
está dividido en pasos, cuando en realidad, se desarrolla gradualmente y 
dinámicamente. En su conjunto, el proceso tiene un carácter vectorial, de dentro 




Tabla 6. Relación entre la función y la estructura nucleolar durante la transcripción de los genes 
ribosómicos  en nucleolos con CFs y sin CFs . 
 
Paso funcional                                                                          Macromoléculas                 Estructuras 
 implicadas                          resultantes 
con CFs       sin 
CFs 
 
Descondesación de la cromatina:                                                     DNA                      CFs                  CFD 
Asociación del rDNA y defosforilación de la nucleolina           proteínas                      
 
Activación de la transcripción;                                                    
Fosforilación de la nucleolina;                                                         DNA                      CFs                   CFD 
Asociación de la topoisomerasa I, RNA polimerasa I, y            proteínas 
varios factores; formación del complejo de iniciación      
 
Síntesis del Pre-rRNA:                                                                       DNA                     transición         
CFD 
Avance de la RNA polimerasa I ; asociación de la                      proteínas                CF-CFD 
Nucleolina con el crecimiento del pre-rRNA.                                 RNA 
 
Procesamiento temprano:                                                                   RNA                   Mayor en          CFD 
 Proteínas               CFD 
 
Procesamiento tardío                                                                           RNA                               transición          
 Proteínas                            CFD-CG 
 CG 
 
Datos obtenidos de Martín et al., 1989;  Scheer et al., 1999;  Medina et al., 2000; Koberna et al., 2002; 
Wei et al., 2002.  
 
ORIGEN NUCLEOLAR DE LOS  DROPLETS DE 
RIBONUCLEOPROTEÍNAS.
Las estructuras esféricas que observamos al tratar con CHM las 
glándulas salivales fueron descubiertas  en 1913 por Faussek  en cromosomas de 
glándulas salivales de Chironomus impregnados con  plata. 
 
En un estudio sobre glándulas salivales de Chironomus fueron denominadas 
droplets por Yamamoto (1970). En la bibliografía sobre células politénicas existen 
en otros organismos descripciones de estructuras similares a las  encontradas en el 
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núcleo del género Chironomus. Los núcleos de las glándulas salivales de sciáridos, 
por ejemplo, Sciara coprophila, Rynchosciara angelae etc, contienen cuerpos con 
características parecidas que se denominaron “micronucleolos”,  localizados en los 
cromosomas, a menudo en asociación con ciertas bandas (Jacob y Sirling, 1963; 
Pavan, 1965; Gabrusewycz-García y Kleinfeld, 1966; Gabrusewycz-García, 1972; 
Da Cunha et al., 1973). En células del suspensor de Phaseolus, un caso de politenía 
en el reino vegetal fue descrita la presencia de “nucleolus-like bodies”,
o“micronucleolos” (Nagl, 1970, 1973; Brady y Clutter, 1972). En neuronas 
recibieron el nombre de DMB (dense microbodies) (Lafarga et al., 1994) y en células 
PtK1, pequeños cuerpos densos nucleolares (Hernandez Verdun et al., 1991; Bell et 
al., 1992). 
 
La formación y acumulación de los droplets puede ocurrir en puffs bajo 
algunas condiciones experimentales. En larvas de Chironomus tentans, sujetas a 
variaciones de temperatura, comienzan a aparecer  en muchos sitios un número de 
droplets coincidiendo con los puffs (Beermann, 1956, 1959; Yamamoto 1970). 
Estudios citológicos anteriores habían precisado que el material es negativo 
a la tinción Feulgen, pero que muestra una reacción positiva a la tinción con RNA 
y proteínas (Beermann, 1959; Pelling, 1964). Por otra parte, su estructura fina era 
muy similar a las  regiones fibrilares del nucleolo (Kalnins et al., 1964; Gaudecker, 
1967). Esto apuntaría a un posible origen nucleolar para los droplets libres y los que 
se localizan en cromosomas politénicos, lo cual estaría asociado a una pérdida de 
masa nucleolar (Díez et al., 1977).  
Hemos observado que en glándulas salivales, tanto a nivel de microscopía 
óptica como electrónica, se localizan en los droplets proteínas nucleolares como la 
fibrilarina y nucleolina, pero no aparece señal de DNA. Al igual que en caso 
mencionado anteriormente, en nuestros experimentos también se observa la 
disminución de masa nucleolar coincidente con la aparición de los droplets. Esto 
refuerza la idea del origen nucleolar, al menos parcial, para estas estructuras. A 
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partir de estos datos quisimos comprobar la hipótesis de la homología de los 
droplets con los coiled bodies o cuerpos de Cajal, unos cuerpos nucleares que poseen 
también proteínas nucleolares (Bauer et al., 1994). Para ello, abordamos la 
inmunolocalización de la coilina, una proteína específica de estos cuerpos, pero, 
desgraciadamente el experimento no dio resultado positivo, ya sea debido a la 
falta de homología, o por la elevada especificidad del anticuerpo anti-coilina, 
obtenido contra la proteína de mamíferos. 
 
Se han publicado diferentes hipótesis sobre la  función que desempeñan los 
droplets. Una de las hipótesis sugiere un posible papel en la migración de material 
nucleolar a regiones transcripcionalmente activas (Stockert y Díez, 1979). A partir 
de nuestros datos sugerimos  que la formación de droplets podría ser considerada 
como una magnificación de un fenómeno de transporte intercromosomal. El cual 
tendría lugar a nivel macromolecular (Stockert et al., 1979). Según otras hipótesis, 
hay dos mecanismos que podrían dar explicación a la formación de estos 
“droplets”en neuronas en las que estas estructuras son llamadas DMB (dense 
microbodies). El primero de estos mecanismos sería la segregación y 
microfragmentación del CFD del nucleolo en pequeños cuerpos nucleares  densos. 
El segundo mecanismo supone que los DMBs pueden resultar de la agregación 
nucleoplásmica de las proteínas nucleolares, las cuales no pueden ser 
transportadas al nucleolo cuando la transcripción de los genes rRNA está alterada 
(Hernandez-Verdun et al., 1991). Estos autores han demostrado que la formación 
de los cuerpos argirofílicos nucleares, con un tamaño y forma similar a estos 
DMBs, es inducida cuando falta el nucleolo en células PtK1. Es interesante 
constatar que los también llamados “pequeños cuerpos densos”, formados en 
ausencia de nucleolo, contienen proteínas nucleolares del CFD tales como la 
fibrilarina, nucleolina, B23 y proteínas argirofílicas (Hernandez Verdun et al., 1991; 




NUCLEOLO PLURIFUNCIONAL. LOCALIZACIÓN DE UNA 
PROTEÍNA NO RELACIONADA CON LA BIOGÉNESIS DE LOS 
RIBOSOMAS: LA TRANSCRIPTASA REVERSA (RT) 
 
Hasta hace no demasiado tiempo se creía, fundadamente, que la única 
función del nucleolo era constituir la expresión morfológica del proceso de la 
biogénesis de los ribosomas en sus diferentes etapas. Sin embargo, en los últimos 
años han ido apareciendo evidencias, cada vez más contundentes, de que el 
nucleolo es la sede (exclusiva o compartida; completa o transitoria) de 
macromoléculas, a veces de función extranucleolar conocida, no relacionada, en 
principio, con la biogénesis de los ribosomas. 
 
Las primeras evidencias en este sentido fueron las implicaciones del 
nucleolo en muchas funciones, aparte de la síntesis de ribosomas, relacionadas con 
el procesamiento o exportación nuclear de ciertos mRNAs. Nuevos resultados 
indican que la biosíntesis del RNA de la SRP (signal recognition particle) (Jacobson y 
Pederson, 1998) y RNA telomerasa tienen una etapa nucleolar. La RNA 
telomerasa, tanto en células HeLa (Mitchell et al., 1999a) como en oocitos de 
Xenopus, se localiza en el nucleolo (Narayanan et al., 1999b). El nucleolo también 
está implicado en el procesamiento del snRNA U6, uno de los pequeños RNAs 
nucleares del “espliceosoma” (Lange y Gerbi, 2000). Últimamente, en trabajos 
recientes, se ha sugerido que algunos precursores de RNAs de transferencia 
(tRNAs) son procesados en el nucleolo (Bertrand et al., 1998). El concepto del 
nucleolo plurifuncional es un paso importante en la investigación reciente sobre el 
tema y añade nuevas perspectivas  para establecer una concepción integral de las 
funciones del  nucleolo. 
En nuestro caso, hemos detectado, mediante un anticuerpo específico, la 
presencia  en el  nucleolo  de Chironomus de transcriptasa reversa (rt), una enzima 
no relacionada con la biogénesis de ribosomas. La señal obtenida con este 
anticuerpo ha sido observada  tanto en el NCP de glándulas salivales,  como en el 
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nucleolo de células no politenizadas de otros tejidos como cuerpos grasos, así 
como en el nucleolo de células embrionarias. Para conocer con más precisión la 
localización de la señal obtenida con anti-rt, hemos utilizado este anticuerpo en 
combinación con el anti-fibrilarina, cuya señal es específica del nucleolo. Los 
resultados obtenidos han mostrado que la localización de la señal anti-rt es 
claramente nucleolar, aunque la colocalización de ambas señales es solamente 
parcial, siendo más extensa la correspondiente al anticuerpo anti-fibrilarina, 
excepto en los embriones  donde la colocalización es mayor debido al estado de 
desarrollo del nucleolo. El interés de estas observaciones radica en el hecho de que 
pueden aportar información de cierta relevancia para comprender el mecanismo 
de elongación telomérica en Chironomus. En estos Dípteros, el mantenimiento de 
los telómeros se lleva a cabo mediante un mecanismo diferente al basado en el 
complejo enzimático conocido como telomerasa (Sasaki y Fijiwara, 2000), presente 
en la mayoría de los sistemas analizados hasta el momento. En Chironomus, los 
telómeros están formados por bloques de secuencias repetidas de 176-340 bp 
(Martínez et al., 2001a) de considerable complejidad, muy distintas a las típicas 
secuencias teloméricas formadas por el pentanucleótido (TTAGG) sobre las que 
opera la telomerasa. Por otro lado, se conoce que las secuencias teloméricas de 
Chironomus son transcritas, habiéndose detectado un transcrito de gran tamaño 
(Carmona et al., 1985), cuya función y características son prácticamente 
desconocidas. En estudios anteriores, mediante el mismo anticuerpo anti-rt  
utilizado en este trabajo,  se ha detectado  la presencia de rt en algunas  estructuras 
teloméricas de Chironomus thummi (López, 1999), lo que ha sido confirmado en 
otros Dípteros como Rhynchosciara angelae (Gorab et al., 2003). Estos resultados 
sugieren la implicación de una transcriptasa reversa en la elongación de los 
télomeros de estos Dípteros, que podría utilizar el transcrito telomérico como 
molde para la producción de nuevas secuencias teloméricas. Mediante este 
mecanismo se compensa la pérdida de DNA cromosómico terminal, consecuencia 
de las sucesivas rondas de replicación. El interés del estudio de la organización 
telomérica en Chironómidos se basa en el hecho de que puede representar un 
sistema alternativo al de la telomerasa, presente en un grupo muy amplio de 
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especies como son los Dípteros. La localización  nucleolar de la rt de Chironomus 
sugiere cierta homología entre dicha enzima y la telomerasa “canónica”, es decir, 
el sistema enzimático, conservado en la inmensa mayoría de los organismos 
analizados.  
 
La telomerasa humana, constituye un complejo RNP formado por los dos 
componentes necesarios para la síntesis de DNA; por una parte el RNA 
denominado hTR (human Telomerase RNA) que constituye el primer expresado en 
todas las células, constituido por 10–12 ribonucleótidos complementarios al DNA 
telomérico y por otra parte, por la proteína catalítica que es la transcriptasa reversa 
de la telomerasa humana (human telomerase reverse transcriptase) denominada 
hTERT. 
 
Se ha descrito en publicaciones recientes que tanto el RNA de la telomerasa  
(hRT) como la transcriptasa reversa (hTERT) se localizan en el nucleolo (Pederson, 
1998, Etheridge et al., 2002). La significación de la presencia de la telomerasa en el 
nucleolo no ha sido comprendida, en la actualidad, en toda su extensión. Se ha 
sugerido que esta localización puede reflejar una etapa de la biogénesis de la 
telomerasa, tal como el ensamblaje de las subunidades hRT y hTERT en una RNP. 
Por otro lado, el nucleolo podría estar implicado en la prevención de la 
degradación de la proteína hTERT, es decir, que sería un sitio que regula o limita 
la actividad de la telomerasa (Yang et al., 2002). También el nucleolo podría ser un 
dispositivo de ensamblaje donde la telomerasa activa forma el complejo RNP. La 
combinación de hTERT y hTR es esencial para la actividad de la telomerasa, y la 
interacción de sus dominios ha sido identificada para la hTERT y la hRT (Mitchell 
et al., 2000; Bryan et al., 2000; Bachand et al., 1999, Masutomi et al., 2000; Lai et al.,
2001; Bachand et al., 2001). En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la localización 
nucleolar de la telomerasa ha sido también descrita (Lin y Blackburn, 2004). La 
telomerasa de mamíferos comparte dominios con snoRNAs que se unen a 




En la actualidad, las investigaciones sobre la telomerasa despiertan un 
enorme interés, dadas las implicaciones que el conocimiento de su función tienen 
en la célula,  en los distintos campos de la investigación  biomédica. En particular,  
el conocimiento del significado de la fase nucleolar de la telomerasa puede 
proporcionar algunas claves decisivas para comprender en profundidad los 
mecanismos de regulación de su actividad  En el contexto del presente trabajo, los 
resultados obtenidos, si bien de carácter preliminar, refuerzan la hipótesis de que 
el mecanismo de elongación telomérica en Chironomus podría basarse en la acción 
de la transcriptasa reversa sobre los transcritos teloméricos. La localización 
nucleolar de ésta parece indicar una conducta semejante a la de la telomerasa 







1.- La estructura del Nucleolo de Células Politénicas de Chironomus pallidivitatus 
no presenta, aparentemente, Centros Fibrilares. Sin embargo, están presentes 
otros componentes estructurales típicos del nucleolo, como el Componente 
Fibrilar Denso y el Componente Granular. En cambio, sí que se observan 
Centros Fibrilares en células no politénicas, concretamente en el tejido nervioso. 
La inexistencia de los Centros Fibrilares se interpreta como una consecuencia de 
los niveles y la distribución de las proteínas estructurales en este modelo 
nucleolar en particular, aunque no se excluye totalmente que puede ser una 
consecuencia directa de la elevada actividad del Nucleolo de Células 
Politénicas. 
 
2.- La organización estructural del Nucleolo de Células Politénicas se altera 
profundamente tras el tratamiento con Cicloheximida, que inhibe 
indirectamente la transcripción nucleolar. El tratamiento con esta droga produjo 
una reorganización o segregación en los componentes estructurales del 
Nucleolo de Células Politénicas, de modo que el Componente Fibrilar Denso se 
sitúa en las zonas cercanas al cromosoma y el Componente Granular en la 
periferia. Esta segregación nucleolar está directamente relacionada con la 
condensación y retracción de la cromatina que induce esta droga, como 
consecuencia de su efecto funcional. 
 
3.- El organizador nucleolar de las Células Politénicas muestra una estructura 
arborescente, en la que se pueden apreciar distintos estados de condensación de 
la cromatina de los genes ribosómicos. El uso de la hibridación in situ con 
marcadores fluorescentes ha hecho posible la definición de la localización del 
rDNA en el contexto del DNA nucleolar total. Si bien la mayoría del rDNA se 
encuentra en zonas próximas al cromosoma, una pequeña parte aparece en 
zonas profundas del nucleolo. La distribución del rDNA se observó focalizada, 
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formando pequeños acúmulos que en otros modelos se han identificado con los 
Centros Fibrilares.  
 
4.- La transcripción nucleolar, se organiza en focos distribuidos irregularmente, 
mas frecuentes en la transición entre el cromosoma y el nucleolo. Si bien no 
todo el DNA nucleolar colocalizó con los focos de transcripción, esto es debido 
a la existencia de secuencias de rDNA que se encuentran silenciadas 
transcripcionalmente. La no existencia de Centros Fibrilares no lleva consigo un 
cambio en el modelo de organización estructural del rDNA y de la transcripción 
en el nucleolo, puesto que la función de anclaje del rDNA, que ejercen los 
Centros Fibrilares cuando existen, sigue estando presente. 
 
5.- La inmunolocalización de las proteínas nucleolares, fibrilarina y nucleolina, 
permite establecer subrregiones nucleolares con significado funcional. Este 
resultado nos permite la definición de una zona proximal y otra distal del 
Componente Fibrilar Denso. Aunque ultraestructuralmente el Componente 
Fibrilar Denso aparece como un componente homogéneo, su composición  
molecular y su organización funcional demuestran que es heterogéneo. El 
carácter vectorial de la biogénesis de ribosomas aparece con gran evidencia en 
el Nucleolo de Células Politénicas. 
 
6.- El tratamiento con Cicloheximida provocó la aparición en zonas de 
transcripción activas, tanto en cromosomas como libres en el nucleoplasma, de 
unas estructuras esféricas de naturaleza fibrilar, generalmente denominadas 
droplets, que contienen proteínas nucleolares como la fibrilarina y la nucleolina, 
pero no DNA. El origen de estas estructuras se interpreta como consecuencia de 
la segregación y microfragmentación del Componente Fibrilar Denso, 
formándose agregaciones nucleoplásmicas de las proteínas nucleolares, las 
cuales no pueden ser transportadas al nucleolo cuando la transcripción de los 




7.-  El nucleolo está implicado en otras funciones celulares distintas de la 
síntesis de ribosomas. En concreto, hemos estudiado la localización nucleolar de 
una proteína no relacionada con la biogénesis de ribosomas, la transcriptasa 
reversa, proteína que podría estar relacionada con la replicación de los 
telómeros. La presencia en el nucleolo de esta enzima podría interpretarse como 
una fase transitoria en la que tienen lugar determinados mecanismos 
reguladores de su actividad, de un modo similar a lo que ha sido sugerido para 
dar cuenta de la localización nucleolar de la telomerasa en otros sistemas 
celulares. 
 
8.- En general, a pesar de que el Organizador Nucleolar se origina en las Células 
Politénicas como la adición lateral de múltiples copias del Organizador 
Nucleolar original, el Nucleolo se organiza funcionalmente como una entidad 
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